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V sodobni medicini je znanih veliko zdravil in terapevtskih pristopov, ki so namenjeni 
zdravljenju rakavih obolenj. Kljub temu pa se bolezen pogosto razvije v invazivno obliko, 
ki metastazira, ali pa pride do ponovnega pojava bolezni. Za omenjene procese naj bi bile 
odgovorne tumorske matične celice (TMC), manjša podskupina rakavih celic, ki je 
odporna na večino obstoječih terapevtskih pristopov in omogoča ponovni pojav tumorjev. 
Za izboljšanje terapije so tako potrebni novi terapevtski pristopi, ki bi bili poleg 
diferenciranih tumorskih celic učinkoviti tudi proti TMC. Obetavni tarči, z regulacijo 
katerih bi lahko izboljšali terapijo usmerjeno proti TMC, sta cisteinski lizosomski peptidazi 
katepsina B in X, saj imata pomembno vlogo v različnih procesih nastanka in napredovanja 
raka.  
V okviru magistrske naloge smo TMC izolirali iz treh celičnih linij raka dojke, MDA-MB-
231, MCF7 in MCF-10A neoT, na podlagi tvorbe tumorskih sfer, kar je značilnost, po 
kateri se TMC razlikujejo od diferenciranih celic. V ta namen smo najprej izbrali 
optimalne pogoje za tvorbo tumorskih sfer. Kot najbolj ugodno se je izkazalo gojišče 
DMEM/F-12 z brezserumskim dodatkom za spodbujanje rasti TMC B-27 in rastnih 
faktorjev EGF in bFGF. Pri celicah MCF-10A neoT pa je potreben še dodatek inzulina in 
hidorkortizona. Uspešnost izolacije TMC smo potrdili na podlagi izražanja površinskih 
označevalcev in jedrnega transkripcijskega dejavnika matičnih celic SOX2. Delež celic s 
fenotipom TMC se je pri celicah, izoliranih po tvorbi tumorskih sfer, pri vseh uporabljenih 
celičnih linijah povečal, kar je pokazalo povečano izražanje površinskih označevalcev 
(CD44+/CD24–) in/ali povečano izražanje SOX2.  
Nadalje smo s prenosom western, testom ELISA  in z uporabo encimske kinetike pokazali, 
da se pri TMC iz vseh uporabljenih celičnih linij značilno povečata izražanje in aktivnost 
katepsina B v primerjavi z diferenciranimi celicami. Podobno sta se povečala tudi izražanje 
in aktivnost katepsina X pri TMC iz celičnih linij MDA-MB-231 in MCF7, medtem ko je 
pri TMC MCF-10A neoT prišlo le do povečanega izražanja katepsina X, ne pa tudi 
njegove povečane aktivnosti. 
Dobljeni rezultati tako odpirajo spodbudno možnost, da bi z zaviranjem katepsinov B in X 
v TMC lahko povečali učinkovitost protitumornih terapij proti TMC in izboljšali 
zdravljenje raka. 




In modern medicine many drugs and therapeutic approaches are available for the treatment 
of cancer. However, the disease often develops into an invasive metastatic form or recurs 
after years of remission. This may be attributed to cancer stem cells (CSCs), a small subset 
of cells with a tumorigenic potential that is resistant to most of therapeutic approaches. 
Thus, new therapeutic approaches effective, not only towards differentiated cancer cells, 
but also CSCs, are required. Lysosomal cysteine peptidases, cathepsin B and X that have 
important role in different processes of development and progression of cancer, could 
serve as promising molecular targets to improve CSCs-directed therapy.  
First, we isolated cancer stem cells from three breast cancer cell lines MDA-MB-231, 
MCF7 and MCF-10A neoT, based on their ability to form tumorspheres, a characteristic 
that distinguishes CSCs from differentiated cells. For this purpose, we first determined the 
optimal conditions for tumorsphere formation. The most optimal medium for tumorsphere 
formation was DMEM/F-12 with serum free supplement for CSC growth B-27, and growth 
factors EGF and bFGF. Additionally, insulin and hydrocortisone were added for growth of 
MCF-10A neoT cells. Isolation of CSCs was confirmed by expression of cell surface 
markers and stem cell transcription factor SOX2. Following tumorsphere formation surface 
markers (CD44+/CD24–) and/or increased expression of SOX2 showed increase in cells 
with CSC phenotype.  
Next, we demonstrated by western blot, ELISA and enzyme kinetics assay that protein 
levels and activity of cathepsin B were significantly increased in CSCs following 
tumorsphere formation compared to differentiated cells from all three cells lines. Similarly, 
protein levels and activity of cathepsin X were increased in CSCs from MDA-MB-231 and 
MCF7 cells, while CSCs from MCF-10A neoT cells showed only increased protein levels 
of cathepsin X, but not its activity.  
Taken together, we showed that inhibition of cathepsin B and X in CSCs, using specific 
inhibitors, is a promising approach to increase the effectiveness of current antitumor 
therapies against CSCs and therefore to improve cancer treatment. 
 




ALDH aldehidna dehidrogenaza 
APS amonijev persulfat 
Bak ang. BCL2-antagonist/killer 1 
BSA goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumine) 
bFGF osnovni rastni dejavnik fibroblastov (ang. basic fibroblast growth 
factor)  
CD označevalec pripadnosti (ang. cluster of differentiation)  
DAPI 4,6-diamidino-2-fenilindol klorid 
DMSO dimetil sulfoksid 
DTT 1,4-ditiotreitol 
EDTA etilendiaminotetraocetna kislina  
EGF epidermalni rastni faktor 
ELISA encimsko imunski test na trdni podlagi 
EMT epitelno-mezenhimski prehod (ang. epithelial-mesenchymal 
transition) 
ER endoplazemski retikulum 
FBS fetalni goveji serum 
FITC fluorescein izotiocianat 
GADPH gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza 
HER2 receptor za humani epidermalni rastni dejavnik 2 
HRP hrenova peroksidaza 
ICAM-1 intracelularna adhezijska molekula-1 
IgG imunoglobulin G  
LFA-1 z limfocitno funkcijo povezan antigen-1 (ang. Lymphocyte function-
associated antigen 1) 
Mac-1 makrofagni antigen I (ang. Macrophage-1 antigen) 
Mcl-1 vzpodbujeni protein diferenciacije mieolidne levkemije (ang. Induced 
myeloid leukemia cell differentiation protein) 
MMP Matriksna metaloproteaza 
mRNA informacijska RNA 
PBS fosfatni pufer 
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PBST fosfatni pufer z dodatkom Tween 20 
PEG polietilen glikol 
poliQ poliglutamin 
RIPA lizirni pufer za radioimunoprecipitacijo (ang. 
Radioimmunoprecipitation assay buffer) 
RNA ribonukleinska kislina  
SDS natrijev dodecilsulfat 
SDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata 
siRNA mala interfernčna RNA 
shRNA kratka lasnična RNA 
uPAR receptor za urokinazni aktivator plazminogena 
TBS Tris pufer (ang. Tris-buffered saline) 
TEMED tetrametiletilendiamin 
TIMP tkivni inhibitor metaloproteaz  
TMB 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin 
TMC tumorske matične celice 
TRIS tris(hidroksimetil)aminometan  
TTBS TBS pufer z dodatkom Tween 20  
uPA urokinazni aktivator plazminogena 
ZCM zunajcelični matriks 





1.1 TUMORSKE MATIČNE CELICE 
Rak je splošno poimenovanje za širšo skupino različnih bolezni, pri katerih pride do 
nenadzorovane rasti spremenjenih, rakastih celic [1]. Rakava obolenja so, takoj za srčno-
žilnimi boleznimi, najpogostejši vzrok smrti pri ljudeh v razvitih državah sveta, tudi v 
Sloveniji [2]. Po podatkih Svetovne zdravstvene organizacije (WHO) je bil leta 2018 rak 
vzrok za 9,6 milijonov smrti [3]. Slovenija je bila po oceni Evropskega informacijskega 
sistema za rak leta 2018 v prvi tretjini evropskih držav po obolevnosti in umrljivosti za 
rakom [4]. Rak sestavlja fenotipsko in funkcionalno heterogena populacija celic. Rakave 
celice se med seboj razlikujejo po stopnji diferenciacije, invazivnosti in zmožnosti tvorbe 
metastaz. Nastanek rakavih celic iz normalnih zdravih celic je večstopenjski proces, do 
katerega pride preko več specifičnih korakov, ki so posledica sprememb genetskega 
materiala. Takšne spremembe privedejo do nenadzorovane proliferacije, neodzivnosti na 
rastne zaviralce, preprečitve celične smrti, pospešene angiogeneze, povečane invazivnosti 
in metastaziranja [5]. Kljub napredku pri zdravljenju raka v zadnjih letih, je ponovni pojav 
raka še vedno glavna težava pri učinkovitem zdravljenju in zmanjšuje preživetje bolnikov z 
rakom. Neuspeh pri zdravljenju raka lahko pripišemo preživetju tumorskih matičnih celic 
(TMC) [6]. 
Tumorske matične celice (TMC) so subpopulacija rakavih celic z genetskimi in 
funkcionalnimi lastnostmi, ki jim dajejo sposobnost samoobnovitve. Nahajajo se znotraj 
tumorske niše, mikrookolja, ki je bistveno za njihov nastanek in proliferacijo. TMC imajo 
ključno vlogo pri nastanku raka, ponovnemu pojavu raka in procesu metastaziranja [7–9]. 
Poleg tega so TMC odporne na večino obstoječih terapevtskih pristopov, lahko so 
neaktivne daljše časovno obdobje in izkazujejo afiniteto do hipoksičnega okolja [10, 11]. 
Identificirana prisotnost TMC pri rakavih obolenjih je tesno povezana s slabšo klinično 
prognozo, predvsem zaradi odpornosti TMC na večino uveljavljene protitumorne terapije 
[11]. Funkcionalno so TMC definirane kot celice, ki lahko tvorijo tumor v mišjih modelih 
z zavrtim imunskim odzivom (npr. NOD/SCID miši, ang. Nonobese diabetic/severe 
combined immunodeficiency) in so zmožne samoobnove po tem, ko jih iz ene miši 
prenesemo v drugo. Delitev TMC lahko poteka simetrično ali tudi asimetrično, kar 
pomeni, da lahko pri njihovi delitvi nastanejo tako manj diferencirane celice z lastnostmi 
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matičnih celic, kot tudi bolj diferencirane celice [12]. Pri simetrični delitvi nastaneta dve 
identični hčerinski celici z enako stopnjo diferenciacije, medtem ko pri asimetrični delitvi 
nastaneta manj diferencirana in bolj diferencirana celica. Zmožnost TMC, da preklapljajo 
med dvema tipoma delitve se odraža v heterogeni strukturi tumorjev [7, 13]. Obstoj TMC 
je bil prvič dokazan pri bolnikih z akutno mieloično levkemijo po transplantaciji 




v NOD/SCID  miške, pri katerih se je po 
transplantaciji pojavila akutna mieloična levkemija [8, 14]. Pozneje so z določanjem 
celičnih označevalcev CD44 in CD24 TMC identificirali tudi v trdnih tumorjih raka dojke 
[15], nato pa še v številnih drugih trdnih tumorjih, kot so glioblastom, melanom, 
osteosarkom, rak prostate, jajčnikov, črevesja in pljučni rak [10, 12].  
TMC nastanejo z: (1) maligno transformacijo iz normalnih matičnih celic, (2) z 
dediferenciacijo zrelih tumorskih celic pri epitelno-mezenhimskemu prehodu (EMT) in (3) 
iz induciranih pluripotentnih tumorskih celic. Iz normalnih matičnih celic nastanejo TMC 
po maligni transformaciji, pri čemer mutirane matične celice izgubijo zmožnost 
nadzorovane delitve in se začno nenadzorovano razmnoževati. Za nastanek tumorske 
celice je potrebnih več mutacij, ki se lahko razvijajo tekom več let [8]. Nadalje lahko TMC 
nastanejo z dediferenciacijo tumorskih celic pri EMT [8], biološkem procesu, ki omogoča 
diferenciranim epitelijskim celicam, da opravijo več biokemičnih sprememb in prevzamejo 
mezenhimski celični fenotip ter pridobijo lastnosti, kot so povečana migracijska 
zmogljivost, invazivnost, povečana odpornost proti apoptozi in izražanje mezenhimskih 
celičnih označevalcev [16]. Diferencirane tumorske celice po EMT pridobijo zmožnost 
samoobnove in metastaziranja [8, 17]. Hipoteza nastanka TMC iz induciranih 
pluripotentnih matičnih celic pa je povezana z njihovim nastankom iz umetno induciranih 
pluripotentnih matičnih celic, ki nastanejo iz ne-pluripotentnih, večinoma odraslih 
somatskih celic po sprožitvi izražanja specifičnih genov, ki povzročijo njihovo 
reprogramiranje preko izražanja transkripcijskih faktorjev, značilnih za TMC. Pokazali so, 
da imajo miške, rojene po aplikaciji induciranih matičnih celic v maternico breje miške, 
povečano tveganje za nastanek teratoma. Tako predpostavljajo, da podobno kot umetno 
inducirane pluripotentne matične celice, TMC nastanejo po endogenem reprogramiranju ali 
pa izvirajo iz ostankov embria [8, 18]. TMC se glede na izvor razlikujejo v izražanju 
glikoproteinov na površini, zato je potrebno za identifikacijo TMC za vsak tip tumorja 
uporabljati specifične površinske označevalce [10, 19]. 
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1.2 PEPTIDAZE  
Peptidaze (proteaze, proteinaze, proteolitični encimi) so encimi, ki katalizirajo hidrolizo 
peptidne vezi. Poznamo devet vrst peptidaz: serinske, cisteinske, treoninske, aspartatne, 
metalo, glutaminske, asparaginske, mešane in peptidaze neznanega tipa [20, 21]. Vrsto 
peptidaze določa katalitska skupina v aktivnem mestu encima. Glede na mehanizem 
katalize peptidaze delimo na tiste, pri katerih pride do kovalentne katalize (nukleofil 
predstavlja aminokislinski ostanek, ki je del aktivnega mesta encima) in tiste, pri katerih 
pride do nekovalentne katalize (nukleofil predstavlja aktivirana molekula vode) peptidne 
vezi. Peptidaze lahko cepijo proteine kot eksopeptidaze na N-terminalnem koncu 
(aminopeptidaze) ali na C-terminalnem koncu (karboksipeptidaze) aminokislinskega 
zaporedja in/ali kot endopeptidaze na sredini molekule [20–24]. Peptidaze so udeležene pri 
številnih pomembnih fizioloških procesih kot so celična rast, razmnoževanje in celična 
smrt, pri podvojevanju DNA, homeostazi, tkivni remodelaciji, celjenju ran, imunskem 
odzivu in razvoju embria [21, 25].  
Cisteinske peptidaze so peptidaze, ki imajo v aktivnem mestu kot nukleofil cistein. Pri 
ljudeh so odgovorne za celično staranje in apoptozo, hormonsko procesiranje, 
preoblikovanje zunajceličnega matriksa (ZCM), sodelujejo kot signalne molekule v 
različnih procesih in pri odzivu na stres [21, 26]. Nepravilno delovanje in spremembe v 
izražanju peptidaz so povezane s številnimi patološkimi procesi, kot so rak, 
nevrodegenerativne motnje, virusne okužbe, osteoporoza, artritis in ateroskleroza, kjer 
predstavljajo tudi pomembne terapevtske tarče [21, 25, 26]. Cisteinske peptidaze delimo 
glede na ujemanje v aminokislinskem zaporedju na 11 klanov (CA, CD, CE, CF, CL, CM, 
CN, CO, CP, CQ in CR) in klan nedoločenih peptidaz. Naprej pa se klani delijo še na 
družine. Družinam peptidaz, ki izhajajo iz istega klana, je skupna terciarna struktura in 
aminokislinsko zaporedje v aktivnem mestu. Najštevilčnejši klan CA se deli na 44 družin, 
med katerimi je največja papainska družina, kamor uvrščamo tudi cisteinske katepsine [20, 
27].  
1.2.1 CISTEINSKI KATEPSINI 
Cisteinski katepsini so lizosomske cisteinske peptidaze. Poznamo aminokislinska 
zaporedja 11 človeških katepsinov (B, C, F, H, K, L, O, S, V, W in X). Katepsini se 
nahajajo v obliki monomerov z molekulsko maso med 20 in 35 kDa, izjema je katepsin C, 
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ki je tetramer z molekulsko maso 200 kDa. Za svoje optimalno delovanje potrebujejo 
reducirajoče pogoje in okolje z rahlo kislim pH. Po večini se nahajajo v lizosomih, kjer so 
odgovorni za razgradnjo proteinov [27–29]. Znotraj lizosoma opravljajo naloge 
metabolizma proteinov in lipidov, avtofagije, antigenskega izražanja, signalizacije 
celičnega stresa in vodijo z lizosomi povezano celično smrt. Udeleženi so pri aktivaciji 
prekurzorskih proteinov, diferenciaciji keratinocitov in uravnavanju rasti dlak. Poznana je 
tudi njihova zunajcelična vloga, in sicer pri pojavu lizosomske eksocitoze, pri kateri se 
cisteinski katepsini transportirajo v ZCM, kjer so odgovorni za razgradnjo kostnega 
matriksa in aterosklerotičnih plakov. Spremembe v izražanju in aktivnosti katepsinov so 
povezane s številnimi patološkimi procesi, kot so rak, srčno-žilna obolenja, 
nevrodegenerativne bolezni, kostne bolezni, artritis in druge nepravilnosti v sklepih [22, 
27, 30]. Številne raziskave so pokazale povečane koncentracije in aktivnosti katepsinov v 
tumorjih v primerjavi z normalnim tkivom. Pri mnogih vrstah raka vključno z rakom 
dojke, pljuč, glave, vratu, kolorektalnim rakom in melanomom so višje koncentracije in 
aktivnosti katepsinov slab prognostični pokazatelj. Katepsini so povezani z nastankom in 
napredovanjem tumorjev. Udeleženi so pri nastanku in rasti tumorjev, invaziji tumorskih 
celic, metastaziranju in angiogenezi [5, 21, 31, 32]. V regulacijo tumorske angiogeneze so 
vpleteni bodisi neposredno z razgradnjo ZCM ali posredno z nadzorovanjem pro-
angiogenskih proteolitskih povezav. Hkrati z razgradnjo ZCM omogočajo tudi povečano 
invazijo tumorskih celic ter metastaziranje. Poleg tega, da omogočajo povečano invazijo 
tumorskih celic in metastaziranje, je zmožnost nekaterih katepsinov tudi, da cepijo 
adhezijsko molekulo E-kadherin, ki preprečuje znotrajcelično signaliziranje med 
tumorskimi celicami in njihovo odcepljanje od primarnega tumorja [27, 29]. Nedavno so 
pokazali tudi, da so katepsini del dinamičnega odziva tumorskih celic na protitumorne 
učinkovine in imajo tako ključno vlogo pri razvoju odpornosti na protitumorno terapijo 
[27, 30, 33].  
1.3 KATEPSIN B 
1.3.1  SINTEZA KATEPSINA B 
Katepsin B (oznaka po klasifikaciji NC-IUBMB: EC 3.4.22.1) je lizosomska cisteinska 
peptidaza, ki izhaja iz družine papaina in njemu podobnih cisteinskih peptidaz (klan CA, 
družina C1, poddružina C1A) [20, 22, 34]. Genski zapis za katepsin B je zapisan na 25.7 
5 
 
kb dolgem genu, ki se nahaja na kratkem odseku kromosoma 8 (8p22-p23.1) in vsebuje 12 
eksonov [22]. Sintetizira se kot 339 aminokislin dolg preprokatepsin B na ribosomih 
endoplazmatskega retikuluma (ER). Kmalu po nastanku se odcepi signalni peptid, ki 
omogoča vstop v ER. V notranjosti ER se na polipeptidno verigo preko dveh asparaginskih 
ostankov N-glikozilirajo glikani z visokim deležem manoze, ki se kasneje v Golgijevem 
aparatu, fosforilirajo do manoze-6-fosfata. Fosforilacija omogoča vezavo proencima na 
manoza-6-fosfatni receptor, kar omogoči prenos prokatepsina B v nezrele endosome, ko le-
ti dozorijo, pa se združijo z lizosomi. Med zorenjem se v lizosomih zniža pH, kar omogoči 
disociacijo encima z manoza-6-fosfatnega receptorja in aktivacijo encima po proteolitski 
cepitvi propeptida. Po aktivaciji nastane 31 kDa (254 aminokislin) velik enoverižni 
katepsin B. V nadaljevanju se odstrani še interni dipeptid, pri čemer nastane dvoverižna 
oblika katepsina B, ki je sestavljena iz 5 kDa (47 aminokislin) velike lahke verige in 25 
kDa (205 aminokislin) velike težke verige, ki sta med seboj povezani z disulfidno vezjo. 
Poleg opisane sintezne poti so opisane tudi poti prenosa, ki so neodvisne od manoze-6-
fostata. Proteolitska aktivacija katepsina B je lahko avtokatalizirana, lahko pa jo 
katalizirajo različne peptidaze, kot so katepsin D in G, uPA, tPA in elastaza [22, 34–36].  
1.3.2 STRUKTURA KATEPSINA B 
Katepsin B je, podobno kot papain, sestavljen iz desne (N-terminalne) in leve (C-
terminalne) domene, ki sta povezani s podaljšanim polarnim vmesnikom, ki se odpre v V-
oblikovano aktivno mesto encima (Slika 1). V aktivnem mestu se nahajata aminokislini 
cistein (Cys29) in histidin (His199), ki sodelujeta pri cepitvi peptidne vezi [34–36]. 
Katepsin B je po delovanju v aktivnem mestu endopeptidaza in favorizira velike 
hidrofobne stranske verige v substratu [35]. Katepsin B vsebuje v svoji strukturi zaporno 
zanko, dodaten strukturni element, ki ga loči od ostalih cisteinskih katepsinov in mu poleg 
endopeptidazne aktivnosti omogoča tudi eksopeptidazno (karboksidipeptidazno) aktivnost. 
Zaporna zanka je sestavljena iz 20 aminokislin (Ile105–Thr125). Pri kislem pH se zaporna 
zanka zapre nad aktivno mesto in pritrdi na telo encima z dvema ionskima paroma 
(His110-Asp22 in Arg116-Asp224), kar onemogoči vezavo daljših endopeptidaznih 
substratov v aktivno mesto. V takem položaju se na vrhu zaporne zanke nahajata 
aminokislini histidina (His110 in His111) s pozitivno nabitima imidazolnima skupinama, 
ki interagirata s C-terminalnim delom substrata in omogoči katepsinu B značilno 
eksopeptidazno aktivnost. Z naraščanjem pH pride do prekinitve vezi med ionskima 
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paroma, ki pritrjujeta zaporno zanko na telo encima, spremeni se konformacija zaporne 
zanke, ta se obrne stran od telesa encima in aktivno mesto encima postane neovirano za 
vezavo daljših endopeptidaznih substratov. Zaradi prisotnosti zaporne zanke, izkazuje 
katepsin B nižjo endopeptidazno aktivnost v primerjavi z ostalimi cisteinskimi katepsini 
[22, 34, 35].  
 
Slika 1: Struktura katepsina B. Katepsin B je sestavljen iz leve in desne domene, ki v sredini tvorita značilno aktivno 
mesto v obliki črke V. V aktivnem mestu se nahajata aminokislini cistein (Cys29) in histidin (His199), (označeni z rdečo 
oznako). Zgoraj levo je značilna zaporna zanka. Zaporna zanka je na sliki prikazana v treh postavitvah. Rumena 
struktura prikazuje zaporno zanko v konformaciji, ki omogoča encimu endopeptidazno aktivnost, zelena prehod zaporne 
zanke proti zaprti konformaciji in temno modra zaporno zanko v zaprti konformaciji, kjer katepsin B deluje kot 
eksopeptidaza. V slednji postavitvi se na vrhu zanke nahaja aminokislina histidin (His111), ki interagirata s C-
terminalnim delom substrata in omogoča eksopeptidazno aktivnost katepsina B. Povzeto po [22].  
1.3.3 VLOGA KATEPSINA B 
Katepsin B se v celicah nahaja v lizosomih, kjer je udeležen pri razgradnji proteinov. 
Zaradi endopeptidazne in eksopeptidazne aktivnosti je katepsin B udeležen tako v zgodnjih 
kot tudi poznih fazah razgradnje proteinov. Za začetek razgrajevanja proteinov poskrbi 
endopeptidazna aktivnost encima, ki cepi proteine na sredini aminokislinskega zaporedja 
in tako tvori več manjših aminokislinskih zaporedij, ki povečajo koncentracijo C- in N- 
terminalnih delov oziroma eksopeptidaznih substratov. S tem omogoči povečano 
učinkovitost delovanja in razgradnje proteinov ostalim eksopeptidazam [35]. Zaradi 
lizosomske lokalizacije je bil dolgo časa obravnavan samo kot encim za razgradnjo 
proteinov. Vendar pa je dokazano, da sodeluje tudi v bolj specifičnih fizioloških procesih, 
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kot so homeostaza centralnega živčnega sistema, sproščanje ščitničnih hormonov, kostna 
resorpcija, antigenska predstavitev, apoptoza, encimska aktivacija, preoblikovanje ZCM in 
migracija keratinocitov [22, 35]. Spremembe v izražanju katepsina B in njegovi aktivnosti 
so povezane s številnimi patološkimi procesi kot so Alzheimerjeva bolezen, vnetje 
trebušne slinavke, virusne okužbe, revmatoidni artritis, osteoartritis in rak [22]. 
1.3.4 VLOGA KATEPSINA B PRI RAKU 
Nastanek in razvoj raka je večstopenjski proces, pri katerem zaradi genetskih sprememb v 
celicah pride do spremembe zdravih celic v maligne rakave celice [22, 37]. Katepsin B se 
pri normalnih fizioloških pogojih nahaja v različnih tipih celic, kjer opravlja številne 
naloge, povezane z vzdrževanjem normalnega celičnega metabolizma. Pri tem je njegovo 
delovanje nadzorovano: s transkripcijo, s po-transkripcijsko obdelavo, s translacijo, s po-
translacijsko obdelavo in s končnim transportom do ciljnega mesta. Pri nastanku in razvoju 
rakavih celic pa na enem ali več ravneh pride do napak, ki privedejo do povečanega 
izražanja, povečane encimske aktivnosti in spremembe razporeditve katepsina B znotraj 
celice [37]. Katepsin B sodeluje pri razvoju in rasti tumorjev, angiogenezi, invaziji in 
metastaziranju. Njegovo povečano izražanje in encimska aktivnost sta dokazana pri 
različnih tipih raka. Zaradi povezave med povečanim izražanjem katepsina B in 
napredovanjem raka, se lahko katepsin B uporablja kot prognostični dejavnik pri bolnikih z 
rakom dojke, jajčnikov, pljuč, debelega črevesa in danke, možganov, glave in vratu ter pri 
melanomu [22, 31]. Povečano izražanje katepsina B pri raku dojk je napovednik za 
nastanek metastaz v možganih in bezgavkah. Poleg tega je povečano izražanje katepsina B 
močan prognostični kazalec ponovnega pojava raka pri bolnikih, ki so v remisiji. Visoke 
vrednosti encima pri kolorektalnem raku so prognostični pokazatelj nastanka metastaz, 
njegova povečana aktivnost pa napoveduje slabšo splošno prognozo preživetja pri 
bolnikih, po kirurškem posegu. Povečano izražanje katepsina B  je pri bolnikih z različnimi 
vrstami raka povezano s slabšo prognozo zdravljenja ali krajšim preživetjem [27]. Pri 
rakavih celicah je izražanje katepsina B povezano s povečano invazivnostjo celic, 
oddaljenim metastaziranjem in slabo prognozo [37]. Do povečanega izražanja katepsina B 
v tumorju lahko pride zaradi večjega števila kopij gena, ki zapisuje aminokislinsko 
zaporedje katepsina B, povišane stopnje transkripcije in obstoja alternativnih mRNA 
različic, ki so bolj stabilne ali se uspešneje prepisujejo v protein. Katepsin B se v 
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tumorskih celicah večinoma nahaja v citoplazmi in perifernih delih celic, kjer je vezan na 
celično membrano, na psevdopodijih ali pa se izloča v ZCM [22, 38].  
Povezava povečanega izražanja in aktivnosti katepsina B z napredovanjem raka je bila 
potrjena v različnih in vitro študijah na tumorskih celičnih modelih in in vivo na tumorskih 
mišjih modelih. Zniževanje izražanja katepsina B s protismiselno tehnologijo je dokazano 
zmanjšalo gibljivost in invazivnost tumorskih celic, zmanjšalo razgradnjo kolagena tipa I 
in vitro in metastaziranje v kosti in vivo [39, 40]. Katepsin B je pri invaziji tumorskih celic 
vpleten neposredno z razgradnjo proteinov ZCM in posredno z aktivacijo drugih peptidaz, 
ki razgrajujejo ZCM. Pri slednjem je katepsin B del proteolitske mreže, v kateri so 
udeležene metaloproteaze (MMP), plazminogenski  aktivatorji in katepsin D [34]. Katepsin 
B z razgradnjo inhibitorjev MMP, TIMP-1 in TIMP-2, omogoča njihovo povečano 
aktivnost ter posledično povečano razgradnjo ZCM [22]. Znižano izražanje katepsina B in 
MMP9 pri meningeomu upočasni rast, invazivnost in angiogenezo in vitro ter upočasni rast 
tumorjev in vivo [34]. Katepsin B zaradi svoje aktivnosti z razgradnjo ZCM spodbuja 
invazijo tumorjev, metastaziranje in angiogenezo [22]. Na celični membrani se katepsin B 
nahaja v manjših lipidnih odprtinah, imenovanih kaveole, kjer se nahajajo tudi druge 
peptidaze, ki sodelujejo v proteolitski kaskadi, ki razgrajuje zunajcelični matriks. V tej 
kaskadi katepsin B aktivira pro-uPA v uPA, ki spremeni plazminogen v plazmin. Plazmin 
lahko razgrajuje proteine ZCM ali pa aktivira MMP, ki razgrajujejo ZCM [22, 38]. 
Izražanje katepsina B je povečano predvsem na invazivnih robovih tumorjev [37, 38]. Do 
povečanega izražanja katepsina B, njegove mRNA in aktivnosti ter njegovega izločanja v 
ZCM privede interakcija med tumorskimi celicami in proteini ZCM. [37]. Izražanje 
katepsina B je poleg v tumorskih celicah povečano tudi v s tumorjem povezanih celicah 
kot so fibroblasti, makrofagi in endotelijske celice [37, 38]. 
Nedavno so odkrili tudi vlogo katepsina B pri EMT tumorskih celic [17]. EMT je pri 
normalnih pogojih zelo pomemben pri celjenju ran in tekom razvoja zarodka. Pri rakavih 
celicah pa ta biološki proces omogoči aktivacijo transkripcijskih faktorjev, morfološke 
spremembe celice, spremembe v aktivaciji različnih signalnih poti, spremembe v izražanju 
membranskih površinskih proteinov in povečano sintezo zunajceličnih encimov, ki 
razgrajujejo ZCM [16, 17]. Katepsin B je bil med drugim identificiran kot promotor EMT, 
pri čemer je njegovo večje izražanje povezano z bolj invazivnim mezenhimskim celičnim 
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fenotipom. Nadalje pa je zaviranje njegovega izražanja povzročilo obraten proces 
mezenhimsko-epitelnemu prehodu [17].  
Katepsin B ima tudi pomembno vlogo pri celični apoptozi, procesu, ki vodi v nadzorovano 
celično smrt. Apoptoza je pomemben zaviralec nastanka tumorja, napake pri njenem 
procesu pa lahko vodijo v preživetje okvarjenih celic in posledično nastanek tumorskih 
celic. Katepsin B ima pri apoptozi dvojno vlogo, lahko deluje kot zaviralec apoptoze z 
zaviranjem delovanja molekul Bak, Mcl-1 in kaspaznega inhibitorja XIAP, s čimer 
omogoči razrast okvarjenih rakavih celic, ali pa deluje kot promotor apoptoze z aktivacijo 
proteina Bid in povzročitvijo celične smrti zdravih celic, ki se nahajajo v okolici tumorja 
[22, 37]. 
1.4 KATEPSIN X 
1.4.1 SINTEZA KATEPSINA X 
Podobno kot katepsin B se tudi katepsin X (oznaka po klasifikaciji NC-IUBMB: EC 
3.4.18.1) uvršča v skupino lizosomskih cisteinskih peptidaz iz družine papaina in njemu 
podobnih cisteinskih peptidaz [23, 24, 41–43]. Katepsin X je enoverižni protein z 
molekulsko maso 33 kDa in izoelektrično točko (pI) 5,1-5,3. Gen, ki zapisuje njegovo 
aminokislinsko zaporedje, se nahaja na kromosomu 20 v regiji q13 [41]. Podobno kot 
ostali lizosomski cisteinski katepsini se tudi katepsin X sintetizira v neaktivni obliki pre-
proencima na ribosomih endoplazmatskega retikuluma. Pri prehodu v endoplazmatski 
retikulum izgubi pre-peptidni ostanek in postane proencim [28]. Za razliko od večine 
ostalih cisteinskih peptidaz, katepsin X ni zmožen avtoaktivacije v kislem okolju, ampak je 
za njegovo aktivacijo potreben katepsin L [24, 43]. 
1.4.2 STRUKTURA KATEPSINA X 
Katepsin X je sestavljen iz 242 aminokislinskih ostankov [42]. Osnovna struktura encima 
je, podobno kot pri ostalih papainskih peptidazah, sestavljena iz dveh domen, leve in 
desne. Domeni se stikata prek dolgega vmesnika, proti vrhu pa se ločita in oblikujeta 
aktivno mesto v obliki črke V [42, 43]. Aktivnost katepsina X določajo aminokisline  
cistein (Cys31), histidin (His180) in asparagin (Asn200) [43]. Kljub strukturnim 
podobnostim z ostalimi cisteinskimi peptidazami pa ima katepsin X nekaj izrazitih 
posebnosti. Prva takšna značilnost je zelo kratka proregija, ki je sestavljena iz le 38 
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aminokislinskih ostankov in je hkrati najkrajša proregija med cisteinskimi katepsini. 
Proregija je pritrjena na encim z disulfidno vezjo med cisteinskim ostankom na proregiji in 
cisteinskim ostankom v aktivnem mestu ter z vezavo neposredno v aktivno mesto zavira 
encimsko aktivnost [43]. Druga edinstvena posebnost katepsina X je tako imenovana »mini 
zanka«, ki jo tvori tri aminokisline dolgo vstavljeno zaporedje (Ile24-Pro25-Gln26). 
Aminokislinska ostanka His23 in Tyr27 zaradi prisotnosti mini zanke zasedeta aktivno 
mesto in vplivata na vezavno specifičnost encima. Posledično pozitivno nabita stranska 
veriga His23 na eni strani zanke privlači karboksilne skupine substratov, aminokislinski 
ostanek Tyr27 na drugi strani pa prispeva k površini vezavnega mesta S1 [42]. Katepsin X 
deluje kot eksopeptidaza in edina do sedaj znana cisteinska peptidaza, ki izkazuje le 
karboksimonopeptidazno aktivnost. Katepsina B in X sta tako edina cisteinska katepsina s 
karboksipeptidazno aktivnostjo [24, 41, 42]. 
 
Slika 2: Struktura katepsina X. Aktivno mesto encima tvorita cistein (Cys31) in histidin (His180) (na sliki označeni z 
rdečo oznako). Proregija je označena z oranžno. Z rožnato in s puščico je označena »mini zanka«, ki je odgovorna, da 
katepsin X deluje kot karboksimonopeptidaza. Povzeto po [43]. 
1.4.3 FIZIOLOŠKA VLOGA KATEPSINA X 
Katepsin X v telesu ni splošno razširjen, ampak se večinoma nahaja v celicah imunskega 
sistema in možganih, predvsem v monocitih, makrofagih, celicah mikroglije in 
dendritičnih celicah. V celicah je udeležen pri procesih proliferacije, dozorevanja, 
migracije, adhezije, fagocitoze in pri prenosu signala. Povečane koncentracije katepsina X 
pa najdemo tudi pri številnih bolezenskih stanjih, kot so vnetne in z vnetjem povezane 
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nevrodegenerativne bolezni, okužbe s Helicobacter pylori, tuberkuloza, kronične bolečine 
in rakava obolenja [23, 24].  
Delovanje katepsina X je povezano z integrinskimi receptorji. Integrinski receptorji ali 
integrini so heterodimerni glikoproteini, ki se nahajajo na membranah in sodelujejo pri 
prenosu signala iz in v celico. Na integrinske receptorje se katepsin X lahko veže 
samostojno ali pa preko interakcij s heparan sulfat proteoglikani in tako vpliva na adhezijo 
celic in signalizacijo [24]. Kolokalizacija katepsina X z β2 integrinskimi receptorji je 
prisotna predvsem v celicah monocitov in makrofagov, kjer katepsin X zaporedno cepi 
končne štiri aminokislinske ostanke na C-terminalnem koncu β2 verige integrinskih 
receptorjev. Omenjena cepitev v makrofagih in dendritičnih celicah povzroči aktivacijo 
receptorja Mac-1, kar vodi v povečano adhezijo celic, fagocitozo, aktivacijo limfocitov T 
in zorenje dendritičnih celic. [23, 24]. Aktivacija receptorja Mac-1 omogoči nezreli 
dendritični celici, da se pritrdi na ZCM, ko pa je celica zrela, se katepsin X sprosti, kar 
povzroči da se dendritične celice odcepijo. Nadalje ima integrinski receptor LFA-1 z 
vezavo na intracelularno adhezijsko molekulo-1 (ICAM-1) pomembno vlogo tudi pri 
delovanju limfocitov T in omogoča njihove interakcije z drugimi celicami, migracijo in 
tvorbo imunske sinapse. Katepsin X z vezavo na LFA-1 spodbudi morfološke spremembe 
in migracijo limfocitov T. V limfocitih T se katepsin X skupaj z LFA-1 nahaja v uropodih 
in spodbuja nastanek nanocevk, ki omogočajo medcelične povezave in komunikacijo med 
celicami [23].  
Katepsin X poleg tega cepi tudi γ-enolazo, proteine s poli-Q zaporedji in huntigtin, ki so 
odgovorni za celično staranje in nevrodegenerativne procese. Pri nevrodegenerativnih 
procesih se katepsin X izloča iz aktiviranih celic mikroglije in cepi γ-enolazo, nevrotrofični 
faktor, ki nadzoruje preživetje, diferenciacijo in regeneracijo nevronov, ter tako izniči 
njeno nevroprotektivno delovanje [24]. 
1.4.4 VLOGA KATEPSINA X PRI RAKU 
Udeleženost katepsina X pri raku nakazuje že lokacija njegovega gena, ki se nahaja v 
regiji, kjer se nahajajo še nekateri onkogeni in katere pomnoževanje je pri raku pogosto 
povečano. Katepsin X se povečano izraža pri različnih vrstah raka. Višje koncentracije 
katepsina X so zaznali pri raku prostate, želodca in invazivnem adenokarcinomu, odkrita 
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pa je tudi povezava med povečanim izražanjem gena za katepsin X in razvojem 
agresivnega fenotipa malignega melanoma [24].  
Katepsin X posreduje pri adheziji in migraciji tumorskih celic, udeležen je pri premostitvi 
senescence tumorskih celic ter pri indukciji EMT tumorskih celic. Natančno delovanje 
katepsina X pri adheziji in migraciji rakavih celic pa še ni raziskano. Kot 
karboksipeptidaza katepsin X pri raku ni udeležen pri razgradnji ZCM [44]. Študije na 
mišjem modelu raka dojk z izbitim genom za katepsin B so pokazale povečano izražanje 
katepsina X, kar nakazuje na nadomestno vlogo tega encima pri invazivnih tipih raka, pri 
katerih je izražanje katepsina B zavrto [24, 45]. Kljub zavrtemu delovanju katepsina B so 
rakave celice zaradi povečanega izražanja katepsina X še vedno zmožne migracije [46]. 
Rast in metastaziranje tumorjev sta bili pri miših z izbitima obema genoma za oba 
katepsina B in X značilno nižji v primerjavi z nemutiranimi mišmi in mišmi z izbitim 
genom za posamezen katepsin [45]. Katepsin X vpliva na adhezijo in migracijo tumorskih 
celic prek vezave na integrinske receptorje in preko njihove aktivacije. Vezava katepsina X 
na integrinske receptorje spremeni adhezijo tumorskih celic na proteine ZCM. Takšna 
sprememba olajša migracijo tumorskih celic skozi ZCM, kar poveča njihovo invazijo, 
angiogenezo in metastaziranje [24]. Poleg tega vpliva katepsin X na migracijo in adhezijo 
tumorskih celic s cepitvijo C-terminalnega dela znanega tumorskega zaviralca profilina 1. 
Povečano izražanje profilina 1 je povezano z manjšo gibljivostjo celic, na katero vpliva s 
polimerizacijo aktina, ki omogoča nastanek membranskih izrastkov [47]. 
Pri EMT je povečano izražanje katepsina X povezano z večjim izražanjem mezenhimskih 
označevalcev vimentina, N-kadherina in fibronektina ter zmanjšanim izražanjem 
epitelijskih označevalcev E-kadherina, ɑ-katenina in β-katenina. Povečano izražanje 
katepsina X spodbuja migracijo celic, invazijo in nastanek metastaz. Pri povečanem 
izražanju katepsina X se poveča tudi izražanje matriks metaloproteaz (MMP2, MMP3 in 
MMP9), za katere je znana udeleženost v procesih napredovanja raka [17, 24].   
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2 NAMEN DELA 
Učinkovito zdravljenje raka je, kljub napredku v zadnjih letih, omejeno s ponovnim 
pojavom raka in odpornostjo na protitumorno terapijo. Neuspeh pri zdravljenju raka lahko 
pripišemo populaciji TMC, ki preživi večino obstoječih terapevtskih pristopov in omogoča 
ponovni pojav raka. Da bi obšli omejitve obstoječe protitumorne terapije, se izognili 
ponovnem pojavu raka in podaljšali čas brez bolezni, potrebujemo nove terapevtske 
pristope, ki bi bili učinkoviti tudi proti TMC. Zaradi pomembne vloge v različnih procesih, 
povezanih z nastankom in napredovanjem raka, predstavljata katepsina B in X obetavni 
tarči, z regulacijo katerih bi lahko izboljšali terapijo usmerjeno proti TMC. 
Namen magistrske naloge je izolacija TMC iz celičnih linij raka dojke, njihova 
karakterizacija in ovrednotenje uspešnosti njihove izolacije pri različnih pogojih. Nadalje 
bomo v izoliranih TMC ovrednotili izražanje in aktivnost katepsinov B in X. Pri tem 
predpostavljamo, da sta izražanje in aktivnost katepsinov B in X v TMC povečani. TMC 
bomo na podlagi tvorbe tumorskih sfer izolirali iz treh celičnih linij raka dojke, ki se 
razlikujejo v vsebnosti celic s fenotipom TMC. Zmožnost tvorbe tumorskih sfer in 
nastanek nove kolonije celic iz ene celice loči TMC od diferenciranih tumorskih celic. 
Nastanek tumorskih sfer bomo spremljali pod svetlobnim mikroskopom. Izoliranim TMC 
bomo določili celični fenotip z uporabo pretočne citometrije, kjer bomo določali 
površinska označevalca CD44 in CD24, in prenosa western, kjer bomo določali  izražanje 
transkripcijskega dejavnika SOX2, ki je ključen za vzdrževanje matičnosti celic. V 
nadaljevanju bomo ovrednotili izražanje in aktivnost katepsinov B in X v izoliranih TMC. 
Izražanje katepsinov B in X bomo spremljali s kvantitativnim testom ELISA in s prenosom 
western. Izražanje katepsinov bomo dodatno potrdili tudi s posnetki reprezentativnih slik, 
ki jih bomo naredili s fluoroscenčnim konfokalnim mikroskopom. Aktivnost katepsinov B 
in X bomo ovrednotili z encimsko kinetiko z uporabo specifičnih fluorogenih substratov. 
V okviru magistrske naloge bomo poskušali potrditi hipotezo, da sta izražanje in aktivnost 
katepsinov B in X v TMC višja kot v diferenciranih tumorskih celicah in zato predstavljata 
obetavni tarči, z regulacijo katerih bi lahko povečali diferenciacijo TMC in tako izboljšali 
učinkovitost obstoječe protitumorne terapije. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 KEMIKALIJE IN REAGENTI 
- 10 % SDS Fisher Scientific, New Hampshire, ZDA 
- Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH Fakulteta za farmacijo, Ljubljana, Slovenija 
- Akrilamid  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- APS  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- B-27  Gibco, Carlsbad, CA, USA 
- bFGF  Gibco, Carlsbad, CA, USA 
- BSA  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- CH3COOH (ocetna kislina) Carlo Erba reagents, Rodano, Italija 
- Citronska kislina, hidrat Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- DCTM Protein Assay Kit Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, ZDA 
- DMEM/F-12 + GlutaMAXTM  Gibco, Carlsbad, CA, USA  
- DMEM + GlutaMAXTM  Gibco, Carlsbad, CA, USA 
- DMSO  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- PBS  Gibco, Carlsbad, CA, USA 
- EDTA  SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Nemčija 
- EGF  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- FBS  Gibco, Carlsbad, CA, USA 
- L-glicin  SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Nemčija 
- H2SO4 Carlo Erba reagents, Rodano, Italija 
- HCl Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- Hidrokortizon  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- IGEPAL CA-630 (Nonidet P-40)  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- Inzulin  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- Izopropanol VWR Chemicals, Dunaj, Avstrija 
- KCl Sigma-Aldrich, St. Louis, MO ZDA 
- KH2PO4 Fluka Biochemika, Buchs, Švica 
- L-cistein  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- Lumi-light western blotting substrat  Roche, Basel, Švica 
15 
 
- Etanol  Carlo Erba Reagents, Val de Reuil, Francija 
- Na2CO3  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- Na2HPO4×2H2O  SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Nemčija 
- NaCl  Fisher Scientific, Loughborough, VB 
- NaH2PO4×H2O SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Nemčija 
- NaHCO3  Merck, New Jersey, ZDA 
- NaN3  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- Natrijev acetat, brezvodni Merck, New Jersey, ZDA 
- Natrijev deoksiholat Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- Paraformaldehid 16 % Electron Microscopy Sciences, Hatfield, ZDA 
- PEG 8000 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- Pen Strep; Penicilin/streptomicin Gibco, Carlsbad, CA, USA 
- Posneto mleko v prahu  Pomurske mlekarne, Murska Sobota, Slovenija 
- ProLong gold antifade reagent with 
DAPI 
Invitrogen, Carlsbad, CA, ZDA 
- Proteazni inhibitor, cOmplete ULTRA 
Tablets, Mini, EDTA-free 
Roche, Basel, Švica 
- Re-blot plus strong solution (10x) Merck, Darmstadt, Nemčija 
- Tetrametiletilendiamin (TEMED) SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Nemčija 
- TMB  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- TRIS  SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Nemčija 
- Triton X-100  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- Trypan blue solution Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
- TrypLETM SELECT enzyme  Gibco, Carlsbad, CA, USA 
- Tween 20  Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
- Z-Arg-Arg-AMC Bachm, Bubendorf, Švica 
 
3.1.2 APARATURE  
- Analitska tehtnica GH-252-EC A&D Instruments Ltd., Abingdon, VB 
- Centrifuga Eppendorf 5424R Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
- Centrifuga Eppendorf 5804R Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
- ChemiDocTM MP Imaging system Bio-Rad, Hercules, Kalifornija, ZDA 
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- Čitalec mikrotiterskih ploščic TECAN 
Infinite M1000 
TECAN, Männedorf, Švica 
- Dozirnik dodatno prečiščene vode 
Direct-Q 5 
Merck Millipore, Massachusetts, ZDA  
- Fotoaparat Olympus E-450  Olympus, Center Valley, ZDA 
- Grelni termoblok Techne Dri-block® 
DB100/2 
Cole-Parmer Ltd., Beacon Road, VB 
- CO2 inkubator (celični inkubator) BINDER, Tuttingen, Nemčija 
- Komora z laminarnim pretokom 
zraka; Herasafe
TM 
KS Class II 
Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, 
Nemčija 
- Komora za štetje celic, Neubauer 
improved bright-light 
BRAND, Wertheim, Nemčija 
- Konfokalni mikroskop Zeiss LSM 710 Carl Zeiss, Oberkochen, Nemčija 
- Magnetno mešalo Rotamix SHP-10 Tehtnica (zdaj Domel), Železniki, Slovenija 
- Mikrocentrifuga MiniStar VWR, Dunaj, Avstrija  
- Mikroskop AE31E Motic, Barcelona, Španija 
- Mikroskop Olympus CKX41 Olympus, Center Valley, ZDA 
- pH meter Seven easy Mettler Toledo, Ohio, ZDA 
- Pipete Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
- Precizna tehtnica Vibra AJ Tehtnica, Železniki, Slovenija 




BD Biosciences, San Jose, ZDA 
- Sistem za elektroforezo Bio-Rad Bio-Rad, Hercules, Kalifornija, ZDA 
- Sistem za hitri prenos western,   
Trans-blot turbo 
Bio-Rad, Hercules, Kalifornija, ZDA 
- Ultrasonični procesor UP 2005 Hielscher Ultrasound Technology, Teltow, 
Nemčija 
- Vakuumska črpalka ME 2C NT Vacuubrand, Wertheim, Nemčija 
- Vibracijski mešalnik Vibromix 10 Tehtnica, Železniki, Slovenija 





 0,5 M EDTA, pH = 8,0 
 
PBS z 0,5 % BSA in 2 mM EDTA, pH = 7,4 
0,25 g      BSA 
200 µl      0,5 M EDTA 
50 ml       PBS, pH = 7,4 
 
10-kratni PBS pufer, pH = 7,4 
80,1 g      NaCl 
2 g         KCl 
17,8 g      Na2HPO4
 . 
2H2O 
2,7 g       KH2PO4 
S dH2O dopolnimo do 1000 ml in uravnamo pH na 7,4. Pred uporabo pufer 10-krat 
redčimo z dH2O.  
 
10-kratni TBS pufer, pH = 7,4 
30 g  TRIS 
80 g  NaCl 
2,2 g  KCl 
Z dH2O dopolnimo do 1000 ml in z 1 M HCl umerimo pH na 7,4. Pred uporabo pufer 10-
krat redčimo z dH2O. 
 
RIPA pufer, pH = 8,0, V = 50 ml 
300 nM      NaCl 
100 mM       TRIS 
2 %          Nonidet P-40 (NP-40) 
1,86 g EDTA 
Z dH2O dopolnimo do 10 ml in uravnamo pH na 8,0. 
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1 %  Natrijev deoksiholat 
0,2 %         SDS 
0,008 % NaN3 
 
12 % separacijski gel za SDS-PAGE (7 ml) 
2,1 ml 40 % akrilamid 
1,75 ml 1,5 M TRIS-HCl, pH = 8,8 
2,97 ml  dH2O 
87,5 µl 10 % SDS 
87,5 µl 10 % APS 
3 µl TEMED 
 
5 % koncentrirni gel za SDS-PAGE elektroforezo (3 ml) 
376 µl 40 % akrilamid 
390 µl 1,5 M TRIS-HCl, pH = 6,8 
2 ml dH2O 
30 µl 10 % SDS 
30 µl 10 % APS 
3 µl TEMED 
 
Pufri za test ELISA 




2,94 g  NaH2PO4 ×H2O 
0,20 g NaN3 
Z dH2O dopolnimo do 1000 ml in uravnamo pH na 9,6. 
 
Pufer B (pufer za spiranje), pH = 7,2, V = 1000 ml 






0,44 g NaH2PO4 ×H2O 
0,5 g Tween 20 
 
Pufer C 
2 g BSA 
100 ml  Pufer B 
 
Substratni pufer za TMB, pH = 6,0, V = 500 ml 
188,5 ml 0,2 M Na2HPO4×
 
2H2O 
121,5 ml 0,1 M Citronska kislina  
250 ml  dH2O 
 
Pufri za SDS-PAGE in western prenos 
Pufer za prenos  
200 ml 5-kratni Pufer za prenos Trans-blot turbo (Biorad) 
600 ml  dH2O 
200 ml 96% Etanol 
Dopolnimo z dH2O do 1000 ml. 
 
Nanašalni pufer, V = 40 ml 
10 ml  0,5 M Tris-HCl 
12 ml Glicerol 
12 ml 10 % SDS 
2 ml  0,1 % Bromtimol modro 
4 ml dH2O 
 
10-kratni SDS pufer, pH = 8,3  
29,0 g Tris-baza 
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144,0 g Glicin 
10,0 g SDS 
Dopolnimo z dH2O do 1000 ml. Pred uporabo pufer 10-krat redčimo z dH2O. 
 
TTBS  
TBS z 0,1% Tween 20 
PBST  
PBS z 0,05% Tween 20 
Pufri za določanje encimske aktivnosti 
100 mM fosfatni pufer za endopeptidazno aktivnost katepsina B, pH = 6,0 




0,50 g PEG 8000 
Z dH2O dopolnimo do 500 ml in uravnamo pH na 6,0  
 
100 mM acetatni pufer za eksopeptidazno aktivnost katepsina X, pH = 5,5  
0,45 g Ocetna kislina 
3,48 g Natrijev acetat 
0,50 g PEG 8000 
S prečiščeno vodo dopolnimo do 500 ml in uravnamo pH na 5,5 
 
Aktivacijski pufri za katepsine (5 mM cistein, 1,5 mM EDTA) 
30,29 mg cistein 
27,9 mg EDTA 
Dopolnimo s pufrom za ustrezen katepsin do 50 ml. 
 
3.1.4 ENCIMI 
- Humani rekombinantni katepsin B (Inštitut Jožef Stefan, Ljubljana, Slovenija) 




Tabela I: Uporabljena primarna in sekundarna protitelesa 
Primarna protitelesa Proizvajalec 
Ovčja protitelesa specifična za katepsin B Inštitut Jožef Stefan, Ljubljana, 
Slovenija 
Kozja protitelesa specifična za katepsin X R&D systems, Minneapolis, MN, ZDA 
Kunčja protitelesa specifična za β-aktin Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ZDA 
Kunčja protitelesa specifična za GADPH Proteintech, Rosemont, IL, ZDA 
Mišja protitelesa specifična za GADPH Proteintech, Rosemont, IL, ZDA 
Kunčja protitelesa specifična za Sox2 Cell Signaling Technology, Leiden, 
Nizozemska 
Rekombinantna humana protitelesa specifična za 
CD44, označena s PerCP-Vio700  
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Nemčija 
Mišja IgG1 protitelesa specifična za CD24, 
označena s FITC  
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Nemčija 
Rekombinantna humana protitelesa, označena s 
PerCP-Vio700 (izotipska kontrola) 
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Nemčija 
Mišja IgG1 protitelesa, označena s FITC 
(izotipska kontrola) 
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Nemčija 
Oslovska protitelesa proti kozjim, označena z 
Alexa Fluor 488 
Invitrogen, Carlsbad, CA, ZDA 
Kozja protitelesa proti kunčjim, označena z 
Alexa Fluor 647 
Invitrogen, Carlsbad, CA, ZDA 
  
Sekundarna protitelesa Proizvajalec 
Kunčja protitelesa proti kozjim, označena s HRP Jackson ImmunoResearch, Ely, VB 
Mišja protitelesa proti kozjim, označena s HRP Santa Cruz, Dallas, TX, ZDA 
Kozja protitelesa proti mišjim, označena s HRP Jackson ImmunoResearch, Ely, VB 
Kozja protitelesa proti mišjim, označena z 
Dylight 550 
Invitrogen, Carlsbad, CA, ZDA 
Kozja protitelesa proti kunčjim, označena s HRP Jackson ImmunoResearch, Ely, VB 
Kozja protitelesa proti kunčjim, označena z 
DyLight650 







Tabela II: Sestava gojišč za množenje celic in za tvorbo tumorskih sfer 




89 ml DMEM + 
GlutaMax
TM 
10 ml FBS 
1 ml Penicilin/Streptomicin 




5 ml FBS 
1 ml Penicilin/         
Streptomicin 
100 µl Inzulin 
50 µl Hidrokortizon 
40 µl EGF 
Gojišče za 
zamrzovanje celične 
linije MCF7  (1 ml) 




50 µl DMSO 




400 µl FBS 






100 µl Penicilin/Streptomicin 
Osnovno gojišče za  
tvorbo tumorskih sfer 




500 µl FBS 
100 µl Penicilin/Streptomicin 
10 µl Inzulin 
5 µl Hidrokortizon 
4 µl EGF 
Optimizirano 
brezserumsko gojišče 
za tvorbo tumorskih 




100 µl Penicilin/Streptomicin 
200 µl B-27 
2 µl bFGF 






3.1.7 CELIČNE LINIJE 
MDA-MB-231 
Celična linija MDA-MB-231 izhaja  iz humanega adenokarcinoma dojke. Pridobljena je 
bila iz plevralne tekočine 51 let stare kavkazijske ženske z metastatskim adenokarcinomom 
mlečnih žlez [48, 49]. MDA-MB-231 je zelo agresivna, invazivna in manj diferencirana 
trojno negativna celična linija raka dojke, kar pomeni da ne izraža estrogenskega, 
progesteronskega in HER2 receptorja [49, 50]. 
MCF7 
MCF7 je epitelijska celična linija adenokarcinoma dojke, ki je bila pridobljena iz plevralne 
tekočine 69 let stare kavkazijske ženske z metastatsko obliko raka [51]. MCF7 linija je 
hormonsko občutljiva, manj agresivna in neinvazivna celična linija z nizkim metastatskim 
potencialom. Izraža estrogenske, progesteronske, HER2 in EGF receptorje, v čemer se 
kaže njihova hormonska občutljivost [52].  
MCF-10A neoT 
MCF-10A neoT je epitelijska celična linija raka dojke, transfecirana s c-Ha-Ras 
onkogenom. Izvira iz humane epitelijske celične linije MCF-10, ki je pridobljena iz tkiva 
bolnice s fibrocistično boleznijo dojke [53]. MCF-10 celična linija je postala spontano 
nesmrtna v celični kulturi in ob prisotnosti normalne količine kalcija raste pritrjena kot 
celična linija MCF-10A [54]. Iz slednje je celična linija MCF-10A neoT je nastala s 
sočasno transfekcijo s plazmidom, ki je vseboval gen za odpornost na neomicin in 
onkogenom c-Ha-Ras z mutacijo humane oblike T24 [53]. 
3.2 METODE 
3.2.1 ODMRZOVANJE CELIC 
Celice smo odmrznili na hitro, da smo se izognili toksičnem delovanju DMSO v gojišču za 
zamrzovanje. Viale s celicami smo položili v vodno kopel na 37 °C in počakali, da  
odmrznejo. Odmrznjene celice smo resuspendirali v 10 ml ustreznega kompletnega gojišča 
in jih centrifugirali 5 min pri 1200 obratih/min. Supernatant smo po centrifugiranju 
odstranili, celice pa resuspendirali v kompletnem gojišču in jih prenesli v posodo za 
gojenje celic.  
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3.2.2 GOJENJE CELIC 
Celice smo gojili v posodah za gojenje celic v inkubatorju pri 37 °C in v atmosferi, 
nasičeni z vlago in s 5 % CO2. Ko so celice dosegle ustrezno gostoto (80 – 90 %), smo jih 
odlepili od podlage in redčili. Delo s celicami je potekalo v celičnem laboratoriju in pod 
sterilnimi pogoji.  
3.2.3 SUBKULTIVACIJA CELIC 
Celice smo z namenom redčenja ali pa priprave za nadaljnje poskuse najprej odlepili od 
dna posode za gojenje celic. V ta namen smo uporabili TrypLE
TM 
Select Enzyme, 
raztopino tripsinu podobnega rekombinantnega encima, ki omogoča odlepljanje 
adherentnih celic. Celicam smo najprej odstranili gojišče in jih spirali s 5 ml PBS. Nato 
smo dodali 2 ml raztopine TrypLE
TM 
Select enzyme. Posodo s celicami smo inkubirali 5 
min pri 37 °C. Odlepljanje celic smo spremljali pod mikroskopom. TrypLE
TM 
Select 
Enzyme smo inaktivirali z dodatkom 2 ml ustreznega gojišča. Odlepljene celice smo 
centrifugirali 5 min, pri 2000 obratih/min. Supernatant smo odstranili, celice pa 
resuspendirali v 1 ml ustreznega kompletnega gojišča, jih po potrebi redčili, prešteli in 
uporabili za nadaljnje delo. 
3.2.4 ŠTETJE CELIC 





 Neubauer improved, ki ima posebno mrežno polje s kvadrati in omogoča lažje 
štetje celic. Mreža je razdeljena na štiri kvadrante, v katerih smo prešteli žive celice. Za 
štetje smo iz gojišča vzeli 50 µl celične suspenzije in ji dodali 50 µl raztopine barvila 
Trypan blue. Barvilo Trypan blue prehaja samo skozi poškodovano membrano mrtvih 
celic, ne prehaja pa skozi membrano živih in zdravih celic. Tako omogoča ločevanje med 
mrtvimi in živimi celicami v suspenziji ter določitev le živih ne obarvanih celic. Število 
celic v suspenziji smo izračunali po enačbi (Enačba 1). 
Enačba 1: Izračun števila celic 
Š𝐭𝐞𝐯𝐢𝐥𝐨 𝐜𝐞𝐥𝐢𝐜 = (
(𝑵𝟏+𝑵𝟐+𝑵𝟑+𝑵𝟒)×𝑹
𝟒
) × 𝟏𝟎𝟒                                                                                       
 
                
 
N1, N2, N3, N4 Število celic v posameznem kvadrantu 
R Faktor redčitve 
10
4 
Faktor izdelovalca komore za štetje 
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3.2.5 ZAMRZOVANJE CELIC 
Celice smo odlepili od dna posod za gojenje celic, jih prešteli in centrifugirali 5 min na 
2000 obratih/min. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant, celice pa resuspendirali v 
1 ml gojišča za zamrzovanje in suspenzijo prenesli v viale za zamrzovanje. V gojišče za 
zamrzovanje smo dodali DMSO, ki ima vlogo krioprotektanta in preprečuje nastanek 
kristalov vode. Celice smo postopoma zamrznili najprej na –80 °C za en dan in jih nato 
prenesli v posodo s tekočim dušikom. Celice smo tudi testirali na prisotnost mikoplazme.  
3.2.6 IZOLACIJA TMC S TVORBO TUMORSKIH SFER 
TMC smo izolirali iz celičnih linij MCF7, MDA-MB-231 in MCF-10A neoT na podlagi 
tvorbe tumorskih sfer. Da smo izbrali optimalne pogoje, pri katerih celice tvorijo tumorske 
sfere, smo testirali vpliv različnih gojišč, preverili pa smo tudi, kako na tvorbo tumorskih 
sfer vpliva podlaga, na kateri jih gojimo. Uporabili smo dva tipa plošč, običajne plošče, ki 
se uporabljajo za gojenje adherentnih celičnih linij (Cellstar, Greiner Bio-One) in posebno 
obdelane, zelo nizko adherentne plošče (Costar, Corning Inc.). V ploščo s 6 vdolbinicami 
smo nasadili 1 x 10
4
 oziroma 2 x 10
4 
celic/ml v ustreznem gojišču in jih inkubirali pri 37 
°C, 4, 7, 14 ali 21 dni, da so nastale tumorske sfere. Nastanek tumorskih sfer smo 
spremljali pod invertnim svetlobnim mikroskopom. Celicam smo vsak drugi dan dodali 
sveže gojišče. Po nastanku tumorskih sfer smo te pobrali, razbili z reagentom TrypLE
TM 
Select Enzyme in celično suspenzijo uporabili za nadaljnje poskuse.  
Da bi dodatno povečali čistost izoliranih TMC, smo pripravili tudi sekundarne tumorske 
sfere. Po 7 dneh smo previdno pobrali nastale tumorske sfere, ki so bile suspendirane v 
gojišču in niso bile pritrjene na površino vdolbinice in jih centrifugirali 5 min pri 2000 
obratih/min, da smo odstranili gojišče. Sfere smo razbili z reagentom TrypLE
TM 
Select 
enzyme. Po 3 min inkubacije pri 37 °C smo TrypLE
TM 
Select E inaktivirali z dodatkom 
PBS, celice smo centrifugirali 5 min pri 2000 obratih/min, da smo odstranili TrypLE
TM 
Select Enzyme in jih resuspendirali v ustreznem svežem gojišču ter prenesli v novo ploščo 
s 6 vdolbinicami. Celice smo ponovno inkubirali 7 dni, pri 37 °C, da so nastale tumorske 
sfere. Po nastanku tumorskih sfer smo jih ponovno pobrali, razbili s TrypLE
TM 
Select 
Enzyme in celično suspenzijo uporabili za nadaljnje poskuse. 
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3.2.7 ŠTETJE TUMORSKIH SFER 
Tumorske sfere smo prešteli na ploščah s 6 vdolbinicami, v katerih smo jih gojili, pod 
svetlobnim mikroskopom pri 10-kratni povečavi. Eno sfero smo definirali kot skupek 
najmanj 5 celic, ki so pritrjene ena na drugo in niso pritrjene na podlago. Za štetje 
tumorskih sfer smo uporabili tehniko, podobno pregledu krvnega razmaza pod 
mikroskopom, in sicer smo pregledali vzorec od enega roba vdolbinice do roba na drugi 
strani vdolbinice. Vdolbinice smo pregledali v ravni liniji in ko smo prešteli vse sfere v 
liniji, smo se pomaknili navzdol in štetje nadaljevali v nasprotni smeri prejšnjega 
pomikanja (Slika 3). 
 
Slika 3: Prikaz smeri premikanja po vdolbinicah pri štetju tumorskih sfer.  
3.2.8 PRETOČNA CITOMETRIJA 
Pretočna citometrija je metoda, ki se uporablja za karakterizacijo bioloških vzorcev. 
Osnoven princip delovanja metode je v zaznavanju sipanja svetlobe in emitiranju 
fluorescence, ko laserski žarek preseva vzorec celic v suspenziji. Pretočni citometer meri 
sipanje svetlobe in fluorescenco za vsako posamezno celico, ki gre mimo vira svetlobe. Pri 
prehajanju celic skozi laserski žarek pride zaradi morfoloških lastnosti celice do sipanja 
svetlobe, ki jo merita dva fotodetektorja. Prvi leži v ravnini laserskega žarka in zajema 
prednje sipanje svetlobe (ang. Forward angle light scatter) ter nam poda informacije o 
velikosti celice. Drugi fotodetektor pa leži pravokotno na ravnino laserskega žarka in 
zajema stransko sipanje svetlobe (ang. Side-angle light scatter) ter nam poda informacije o 
površini membrane in zrnatosti notranjosti celice [55]. Dodatno lahko celice označimo s 
protitelesi, označenimi s fluorofori, ki se specifično vežejo na površinske antigene. Ko tako 
označena celica potuje skozi laserski žarek, ta vzbudi fluorofor, ki nato emitira svetlobo 
specifične valovne dolžine. S pomočjo zrcal in svetlobnih filtrov, ki zajamejo svetlobo 
specifične valovne dolžine, lahko analiziramo vzorce, katerim smo hkrati dodali do tri 
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fluorokrome, ki emitirajo svetlobo pri različnih valovnih dolžinah. Rezultati so največkrat 
prikazani v dveh oblikah: kot dvodimenzionalni grafični prikaz ali kot frekvenčni diagram 
[55, 56]. 
 
Slika 4: Shematski prikaz delovanja pretočnega citometra, ki meri stransko sipanje svetlobe, prednje sipanje svetlobe in 
fluorescenco pri različnih valovnih dolžinah [57]. 
Določanje fenotipa TMC 
Fenotip celic smo določili na podlagi izražanja površinskih označevalcev CD24 in CD44. 
Za TMC raka dojke je značilno povečano izražanje površinskega označevalca CD44 
(CD44+) in zmanjšano ali odsotno izražanje površinskega označevalca CD24 (CD24–) 
[10]. Po izolaciji TMC s tvorbo tumorskih sfer smo nastale sfere razbili z uporabo 
raztopine TrypLE
TM 
Select Enzyme in 1x10
5
 celic prestavili v epruvete za pretočno 
citometrijo. Za posamezen pogoj smo pripravili po dva vzorca. Celice smo sprali z 2 ml 
PBS z 0,5 % BSA in 2 mM EDTA in centrifugirali 5 minut pri 2000 obratih/min. Po 
centrifugiranju smo supernatant zavrgli in celice resuspendirali v 200 µl PBS z 0,5 % BSA 
in 2 mM EDTA. V prvo epruveto smo dodali 10 µl primarnih protiteles proti površinskima 
označevalcema CD24 in CD44, direktno konjugiranih s fluoroforjema FITC (protitelesa 
proti CD24) in s PerCP Vio700 (protitelesa proti CD44). V drugo epruveto pa smo dodali 
po 10 µl protiteles, ki niso bila specifična za vezavo na CD24 ali CD44, bila pa so 
konjugirana s fluoroforjema FITC ali PerCP Vio700. Slednjo smo uporabili kot izotipsko  
kontrolo. Z izotipsko kontrolo smo preverili, če je pri metodi prišlo do barvanja ozadja in 
da ni prišlo do nespecifične vezave primarnih protiteles. Celice, zaščitene pred svetlobo,  
smo inkubirali s protitelesi 10 minut, na 4 °C. Po končani inkubaciji smo celice sprali z 2 
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ml PBS in jih centrifugirali 5 min pri 2000 obratih/min. Po centrifugiranju smo supernatant 
zavrgli, celice pa resuspendirali v 100 µl PBS. Vzorce smo pomerili na pretočnem 
citometru BD FACSCalibur
TM
 in rezultate analizirali s programsko opremo FlowJo.  
3.2.9 PRIPRAVA CELIČNIH LIZATOV 
Pritrjene celice smo odlepili od podlage in jih po centrifugiranju 5 min na 2000 obratih/min 
sprali z 2 ml PBS. Po ponovnem centrifugiranju 5 min na 2000 obratih/min smo nastali 
supernatant odstranili in celice resuspendirali v ustreznem lizirnem pufru. Tumorske sfere 
smo previdno pobrali, odstranili gojišče in jih razbili z reagentom TrypLE
TM 
Select 
Enzyme. Po 3 min inkubaciji pri 37 °C smo TrypLE
TM 
Select Enzyme inaktivirali z 
dodatkom PBS, celice ponovno centrifugirali 5 min pri 2000 obratih/min, da smo odstranili 
TrypLE
TM 
Select Enzyme, jih sprali z 2 ml PBS, centrifugirali 5 min na 2000 obratih/min, 
odstranili nastali supernatant in celice resuspendirali v ustreznem lizirnem pufru. Za 
pripravo celičnih lizatov, ki smo jih v nadaljevanju uporabili za poliakrilamidno 
elektroforezo in prenos western, smo uporabili RIPA pufer z dodatkom proteaznega 
inhibitorja, za celične lizate, ki smo jih uporabili za določanje aktivnosti katepsinov in test 
ELISA, pa lizirni pufer s 50 mM Na-acetatom s pH 5,5, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl in 
0,25 % Triton X-100. Celične lizate smo inkubirali 15 min na ledu in jih zamrznili na –80 
°C, vsaj za 1 uro. Vzorce smo nato odtajali na ledu, sonificirali z ultrazvočnim procesorjem 
UP2005 in centrifugirali 20 minut na 4 °C pri 13200 obratih/min. Nastali supernatant smo 
prenesli v mikrocentrifugirke, celičnim lizatom določili koncentracijo proteinov in jih 
shranili na –80 °C.       
3.2.10 DOLOČANJE KONCENTRACIJE PROTEINOV 
Koncentracijo proteinov smo določali z metodo DC
TM
 Protein Assay po navodilih 
proizvajalca. To je kolorimetrična metoda, podobna Lowryevi metodi, ki temelji na 
reakciji med proteini in bakrovimi ioni v bazičnih pogojih, ob prisotnosti Folinovega 
reagenta. Oksidirane aminokisline, ki nastanejo zaradi prisotnosti bakrovih ionov, vplivajo 
na redukcijo Folinovega reagenta, kar vodi do nastanka reduciranih produktov, ki so modre 
barve z absorpcijskim maksimumom pri 750 nm [58].  
Na mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami smo nanesli po 5 µl vzorcev in standardov v 
dveh paralelah. Standardne vzorce smo pripravljali z redčenjem raztopine BSA z lizirnim 
pufrom do končne koncentracije 0,2–1,5 mg/ml. Vzorce smo pripravili s petkratnim 
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redčenjem celičnih lizatov z lizirnim pufrom. Temu smo nato dodali 25 µl reagenta A', ki 
je vseboval 20 µl reagenta S na 1000 µl reagenta A, in 200 µl reagenta B. Po 15 min 
inkubacije v temi smo izmerili absorbanco pri valovni dolžini 750 nm na aparaturi Tecan 
Infinite M1000 s programsko opremo Magellan 7.2. Na podlagi umeritvene krivulje smo iz 
izmerjenih absorbanc izračunali koncentracije proteinov.  
3.2.11 POLIAKRILAMIDNA GELSKA ELETROFOREZA Z NATRIJEVIM 
LAVRILSULFATOM (SDS-PAGE) IN PRENOS WESTERN 
Elektroforeza temelji na potovanju nabitih molekul v električnemu polju k nasprotno nabiti 
elektrodi. Poliakrilamidno gelsko elektroforezo (ang. kratica PAGE) uporabljamo 
predvsem za ločevanje proteinov. Poliakrilamidni gel deluje kot molekulsko sito, po 
katerem se večje molekule premikajo počasneje kot manjše in zato po določenem času 
prepotujejo manjšo razdaljo. Poznamo dve vrsti poliakrilamidne elektroforeze: nativno 
(nativna PAGE) in elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (SDS-PAGE). Pri 
prvi poteka ločevanje molekul proteina na osnovi njihovega naboja in velikosti. Ob 
prisotnosti SDS pa proteine denaturiramo in jih ločujemo samo na osnovi njihove velikosti. 
Po ločitvi z elektroforezo lahko proteine iz gela s prenosom western prenesemo na 
nitrocelulozno membrano. Po prenosu western lahko na nitrocelulozni membrani 
posamezne proteine zaznamo z uporabo specifičnih primarnih protiteles in sekundarnih 
protiteles označenih z encimom ali flurokromi [56]. 
 
Slika 5: Shematski prikaz poliakrilamidne gelske elektroforeze [59], na levi strani. Na desni strani vidimo shematski 
prikaz postavitve slojev, gela in nitrocelulozne membrane pri prenosu western [60]. 
Pri SDS-PAGE smo na gele (gel sestavljen iz 12 % separacijskega gela in 5 % 
koncentrirnega gela) nanesli enake količine celičnih lizatov (20 µl lizata na žepek). 
Proteine v celičnih lizatih smo pred nanosom na gel denaturirali z dodatkom DTT in 
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kuhanjem pri 100 °C. V prvi žepek na gelu smo vedno nanesli označevalec velikosti (3 µl). 
Elektroforeza je potekala 2 uri pri električni napetosti 100 V. Po končani elektroforezi smo 
proteine prenesli na nitrocelulozno membrano s pomočjo sistema za hitri prenos western, 
Bio-Rad Trans-blot turbo, ki smo ga sestavili po navodilu proizvajalca. Sistem omogoča 
hitri prenos proteinov iz gela na nitrocelulozno membrano po principu transverzne 
elektroforeze. Uspešnost prenosa smo preverili z barvilom Ponceau S, natrijevo soljo diazo 
barvila, ki se uporablja za reverzibilno nespecifično detekcijo proteinov na nitrocelulozni 
membrani [61]. Membrano smo blokirali v 5 % raztopini mleka v TTBS ali PBST, 1 h pri 
sobni temperaturi, da smo blokirali nespecifična vezavna mesta. Nato smo membrano 
sprali trikrat po 5 min s TTBS ali PBST in inkubirali s primarnimi protitelesi (Tabela I), 
čez noč na 4 °C. Po spiranju s TTBS ali PBST smo dodali sekundarna protitelesa označena 
s HRP ali s fluorofori in inkubirali 1,5 h na sobni temperaturi. HRP smo detektirali s 
substratom Lumi-light western blotting. Lise smo vizualizirali s kemiluminiscenco ali 
fluorescenco z napravo ChemiDoc
TM
 MP Imaging system (Bio-Rad). Intenziteto lis smo 
kvantificirali s programom Image Lab (Bio-Rad). Za detekcijo več različnih proteinov na 
isti membrani smo protitelesa z membrane odstranili z raztopino za odstranjevanje 
protiteles, Re-blot Plus Strong Solution, pripravljeno po navodilih proizvajalca. Membrana 
je bila tako pripravljena na ponovno označevanje s primarnimi in sekundarnimi protitelesi. 
3.2.12 IMUNOENCIMSKI TEST NA TRDNI PODLAGI (ELISA) 
Imunoencimski test na trdni podlagi (ELISA) se uporablja za dokazovanje prisotnosti 
protitelesa ali antigena v vzorcu. Pri tem testu eno od primarnih protiteles specifično 
zaznava antigen, drugo uporabljeno protitelo pa reagira s kompleksom antigen-primarno 
protitelo in ima nase vezan encim, ki povzroči nastanek kromogena, luminiscenčnega ali 
fluorogenega produkta. Z metodo lahko določamo koncentracije protiteles ali antigena ob 
uporabi standarda in umeritvene krivulje. Poznamo dve izvedbi ELISA testa, in sicer 
navaden ELISA test ter sendvič ELISA test (Slika 6). Pri sendvič ELISA testu, ki smo ga 
uporabili tudi pri našem delu, površino vdolbinic najprej prekrijemo s primarnimi 
protitelesi, na katere se nato veže antigen, temu pa nato dodamo sekundarna protitelesa 
specifična za antigen, ki imajo nase vezan encim, ki ob dodatku substrata povzroči 





Slika 6: Prikaz zaporednih korakov pri navadnem ELISA testu in pri sendvič ELISA testu [62]. 
Dno vdolbinic mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami smo prekrili z 100 µl raztopine 
kunčjih protiteles proti katepsinu B (5 µg/ml) v pufru A in inkubirali čez noč na 4 °C. 
Naslednji dan smo iz vdolbinice odstranili protitelesa in vdolbinice trikrat spirali s pufrom 
B ter s pufrom C blokirali nespecifična vezavna mesta eno uro na sobni temperaturi. Po 
končani inkubaciji smo iz vdolbinic popolnoma odstranili pufer C in vanje dodali 100 µl 
standardnega vzorca ali vzorca ter inkubirali 2 uri na 37 °C. Celične lizate smo ustrezno 
redčili v pufru C (končna koncentracija proteinov 0,025 mg/ml za lizate celic MCF7 in 
0,01 mg/ml za lizate celic MDA-MB-231), kot standardne vzorce smo uporabili humani 
rekombinantni katepsin B v pufru C. Po končani inkubaciji smo vzorce popolnoma 
odstranili iz vdolbinic, vdolbinice trikrat sprali z 200 µl pufra B, vanje dodali 100 µl 
protiteles konjugiranih s HRP proti katepsinu B v pufru C in inkubirali 2 uri na 37 °C. Po 
inkubaciji smo vdolbinice ponovno trikrat sprali z 200 µl pufra B in vanje dodali 200 µl 
raztopine 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB) in pufra za TMB v razmerju 1:5. Po 15 min na 
sobni temperaturi smo reakcijo ustavili z dodatkom 50 µl 2 M H2SO4. Absorbanco smo 
izmerili na aparaturi Tecan Infinite M1000 pri valovni dolini 450 nm in koncentracije 
določenega katepsina izračunali iz umeritvene krivulje z uporabo programske opreme 
Magellan 7.2. Rezultate smo podali kot povprečje dveh neodvisnih ponovitev poskusa. 
3.2.13 DOLOČANJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI 
Aktivnost katepsinov B in X smo določili z uporabo fluorescenčnega substrata Z-RR-AMC 
v fosfatnem pufru s pH = 6,0 za katepsin B in substrata Abz-FEK-(Dnp)-OH v acetatnem 
pufru s pH = 5,5 za katepsin X. V vdolbinice črne mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami 
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smo dodali po 10 µl ustreznega substrata s končno koncentracijo 10 µM za katepsin B in 5 
µM za katepsin X ter reakcijo sprožili z dodatkom 90 µl celičnega lizata v aktivacijskem 
pufru. Celične lizate smo predhodno redčili v aktivacijskem pufru ter inkubirali 5 minut pri 
37 °C. Vse vzorce smo analizirali v dveh paralelah. Pri reakciji je prišlo do nastanka 
fluorescenčnega razpadnega produkta, ki smo ga neprekinjeno spremljali z aparaturo 
Tecan Infinite M1000 pri valovni dolžini 460 nm ± 10 nm z vzbujanjem pri valovni dolžini 
380 nm ± 20 nm za aktivnost katepsina B in pri valovni dolžini 420 nm ± 10 nm z 
vzbujanjem pri valovni dolžini 320 nm ± 20 nm za aktivnost katepsina X. Vpliv na 
aktivnosti katepsinov B in X smo določili glede na spremembo začetne hitrosti reakcije v 
primerjavi s kontrolo. Rezultate smo podali kot povprečne relativne aktivnosti katepsina B 
in X dobljene iz dveh neodvisnih ponovitev poskusa. Relativno encimska aktivnost smo 
izračunali po spodnji enačbi (Enačba 2). 
Enačba 2: Izračun relativne aktivnosti katepsina 
(𝐯(𝐬𝐟𝐞𝐫𝐞) / 𝐯(𝐜𝐞𝐥𝐢𝐜𝐞)) × 𝟏𝟎𝟎 = 𝐑𝐞𝐥𝐚𝐭𝐢𝐯𝐧𝐚 𝐚𝐤𝐭𝐢𝐯𝐧𝐨𝐬𝐭 𝐤𝐚𝐭𝐞𝐩𝐬𝐢𝐧𝐚                                      
v (celice) Povprečna hitrost encimske reakcije v diferenciranih celicah iz celične linije 
pred izolacijo 
v (sfere) Povprečna hitrost encimske reakcije v celicah izoliranih s tvorbo tumorskih sfer 
 
3.2.14 FLUORESCENČNA MIKROSKOPIJA 
Fluorescenčna mikroskopija omogoča vizualizacijo celičnih struktur in različnih 
označevalcev v celicah in na njihovi površini po označevanju s fluorescentnimi 
označevalci. S fluoroforji so v primeru imunofluorescenčne mikroskopije označena 
protitelesa. Fluorescenco smo vizualizirali na konfokalnem mikroskopu. Konfokalna 
mikroskopija je mikroskopska tehnika, ki omogoča osvetljevanje vzorca le v eni točki v 
goriščni ravnini. Takšno osvetljevanje in točkovni zajem slike omogočata zaslonka in leča, 
ki sta postavljeni med izvorom svetlobe in vzorcem ter leča in zaslonka, ki sta postavljeni 
med vzorcem in kamero, ki zajema presevno svetlobo. Protitelesa, označena s fluoroforji 
osvetljujemo s svetlobo izbrane valovne dolžine glede na uporabljeni fluorofor. Osvetljeni 
označevalci nato izsevajo svetlobo pri daljši valovni dolžini kot svetloba, ki izhaja iz 
izvora. V sredino sistema je dodano še polprepustno zrcalo, ki prepušča le svetlobo 
fluorescentnih označevalcev. To svetlobo na koncu poti zajame detektor oziroma kamera, 
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ki svetlobo iz posameznih točk in informacij s pomočjo računalniške programske opreme 
spremeni v sliko [63].  
 
Slika 7: Shematski prikaz fluorescentnega konfokalnega mikroskopa [64]. 
Za pripravo mikroskopskih preparatov smo najprej na dno plošče s 24 vdolbinicami 
namestili okrogla krovna stekelca. V posamezno vdolbinico smo nato nasadili 5 x 10
3
 celic 
v ustreznem gojišču in jih inkubirali 7 dni pri 37 °C, da so nastale tumorske sfere. Po 7 
dneh smo tumorske sfere fiksirali z dodatkom paraformaldehida (končna koncentracija 4 
%) direktno v gojišče 20 min na sobni temperaturi. Po končani fiksaciji smo celice sprali z 
1 ml PBS in jih permeabilizirali z 0,2 % raztopino Triton X-100 v PBS 10 min na sobni 
temperaturi. Celice smo nato dvakrat sprali z 1 ml PBS in blokirali s 3 % BSA v PBS, da 
smo preprečili nespecifično vezavo protiteles. Po 60 min inkubacije na sobni temperaturi 
smo dodali primarna protitelesa proti katepsinoma B (5 µg/ml) in X (redčitev 1/50) v 3 % 
BSA v PBS in inkubirali 90 min na sobni temperaturi. Celice smo nato trikrat sprali z 1 ml 
PBS in dodali sekundarna protitelesa, označena s fluorokromom Alexa Fluor 488 za 
katepsin X in Alexa Fluor 647 za katepsin B, ki smo jih redčili 1/1000 v 3 % BSA v PBS. 
Po 90 min inkubaciji na sobni temperaturi smo vzorce trikrat sprali z 1 ml PBS. Krovna 
stekelca smo nato pobrali iz vdolbinic in jih pustili, da se posušijo na zraku ter jih s kapljo 
reagenta ProLong Gold Antifade z dodatkom DAPI pritrdili na objektna stekelca. Preparate 
smo shranili v hladilniku na 4 °C. Slike preparatov smo posneli z invertnim konfokalnim 




4.1 IZOLACIJA TUMORSKIH MATIČNIH CELIC  
Za izolacijo TMC smo uporabili test tvorbe tumorskih sfer. Najprej smo na celicah MDA-
MB-231 preverili, kako na rast celic in tvorbo tumorskih sfer vplivata količina seruma v 
gojišču in površina plošč, v katerih gojimo celice. Celice smo gojili v kompletnem gojišču 
in gojišču brez seruma na običajnih ploščah za gojenje celic in na nizko adherentnih 
ploščah z obdelano površino. Celice v kompletnem gojišču in gojišču brez seruma so na 
neobdelani površini običajnih plošč za gojenje celic rasle kot pritrjene celice in tudi po 
daljšem času niso tvorile tumorskih sfer. Na ploščah, katerih površina onemogoča njihovo 
pritrjevanje, pa so rasle v suspenziji in tvorile tumorske sfere, tako v kompletnem gojišču 
kot tudi v gojišču brez seruma (Slika 8).  
 
Slika 8: Tvorba tumorskih sfer MDA-MB-231 celic v kompletnem in brezserumskem gojišču na običajnih ploščah in na 
posebno obdelanih nizko adherentnih ploščah 
 
V naslednjem koraku smo kompletno gojišče zamenjali z osnovnim gojiščem DMEM/F-12 
+ GlutaMax
TM
 z manjšo vsebnostjo seruma (FBS) in dodatkom rastnih faktorjev EGF, 
inzulin in hidrokortizon. Celice MDA-MB-231 smo gojili v gojiščih, ki so vsebovala 5 %, 
1 % ali 0,4 % FBS in rastne faktorje EGF, inzulin in hidrokortizon ter v gojišču z 1 % FBS 
z dodatkom EGF, ni pa imelo dodanega inzulina in hidrokortizona. Celice MDA-MB-231, 
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ki smo jih gojili v običajnih ploščah za gojenje celic, so se v gojišču, ki je vsebovalo 5 % 
FBS, pritrdile na površino in niso tvorile tumorskih sfer, v gojiščih z manjšo vsebnostjo 
FBS pa se celice niso pritrdile in so tvorile tumorske sfere (Slika 9). Nasprotno so celice, ki 
smo jih gojili na nizko adherentnih ploščah, tvorile tumorske sfere v vseh uporabljenih 
gojiščih. Število tumorskih sfer je bilo večje v gojišču s 5 % FBS kot v gojišču z 0,4 % 
FBS. Pri obeh tipih plošč v odsotnosti inzulina in hidrokortizona v gojišču nismo opazili 
večjega vpliva na rast celic in tvorbo tumorskih sfer.  
 
Slika 9: Tvorba tumorskih sfer MDA-MB-231 v gojišču z različno vsebnostjo FBS in rastnih dejavnikov EGF, inzulina 
(INZ) ter hidrokortizona (HK) na običajnih ploščah in na posebno obdelanih nizko adherentnih ploščah.  
 
Podobno smo tudi celice MCF7 gojili v gojiščih z različno vsebnostjo seruma. Uporabili 
smo osnovno gojišče DMEM/F-12 + GlutaMax
TM
, z rastnimi faktorji EGF, inzulinom in 
hidrokortizonom ter 5 % FBS, ki se pri teh celicah uporablja kot kompletno gojišče, in 
gojišče z enako sestavo, vendar z 0,4 % FBS. Celice MCF7 so v obeh uporabljenih gojiščih 
na običajnih neobdelanih ploščah pritrdile na podlago in rasle pritrjene ter niso tvorile 
tumorskih sfer. Nasprotno pa so tudi te celice, ko smo jih gojili na nizko adherentni plošči, 
rasle v suspenziji in tvorile tumorske sfere v obeh uporabljenih gojiščih z različno 
vsebnostjo FBS (Slika 10). Podobno kot pri celicah MDA-MB-231 je bilo tudi pri MCF7 
celicah število tumorskih sfer večje v gojišču s 5 % FBS, v primerjavi z gojiščem z 0,4 % 





Slika 10: Tvorba tumorskih sfer MCF7 celic v gojišču z različno vsebnostjo FBS na običajnih ploščah in na posebno 
obdelanih nizko adherentnih ploščah.  
 
Slika 11: Število tumorskih sfer MDA-MB-231 in MCF7 celic po 7 dneh v gojišču z različno vsebnostjo FBS in 
dodatkom rastnih faktorjev na običajnih ploščah (levo) in na posebno obdelanih nizko adherentnih ploščah (desno). 
V nadaljevanju smo FBS v gojišču zamenjali z brezserumskim dodatkom B-27, ki 
spodbuja rast TMC. Gojišču smo dodali še rastne faktorje bFGF in EGF, ki tudi spodbujajo 
rast TMC in tvorbo tumorskih sfer. V novem gojišču, prilagojenem za rast TMC (osnovno 
gojišče za tvorbo tumorskih sfer), sta obe celični liniji MDA-MB-231 in MCF7 tvorili 
tumorske sfere, tako v nizko adherentnih ploščah kot tudi v običajnih ploščah za gojenje 
celic (Slika 12). Tumorske sfere, ki so nastale pri gojenju na nizko adherentnih ploščah, so 
bile večje od tistih, ki so nastale pri gojenju na običajnih ploščah. Prav tako so celice 
MCF7 tvorile večje tumorske sfere v primerjavi s celicami MDA-MB-231. Rast tumorskih 
sfer na običajnih ploščah z neobdelano površino smo spremljali skozi daljše časovno 
obdobje do 21 dni. Pri celicah MDA-MB-231 se je število nastalih tumorskih sfer pri daljši 
inkubaciji povečevalo. Pri celicah MCF7 pa skozi celoten potek poskusa nismo opazili 





Slika 12: Tvorba tumorskih sfer MBA-MB-231 in MCF7 celic v gojišču za tvorbo tumorskih sfer z dodatkom B-27 in 
rastnih faktorjev bFGF in EGF na običajnih ploščah in na posebno obdelanih nizko adherentnih ploščah. 
 
 
Slika 13: Reprezentativne slike tumorskih sfer celic MBA-MB-231 in MCF7 po 4, 7, 14 in 21 dneh v brezserumskem 




TMC smo s tvorbo tumorskih sfer izolirali še iz celične linije MCF-10A neoT. Celice 
MCF-10A neoT so v gojišču z dodatkom B-27 in rastnih faktorjev bFGF in EGF tvorile 
tumorske sfere že kadar smo jih gojili na običajnih ploščah za gojenje celic. Kadar smo 
tumorske sfere gojili daljši čas (21 dni) smo opazili, da se celice niso podvojevale in sta se 
število in velikost tumorskih sfer zmanjšala, zato smo v nadaljevanju gojišču dodali še 
inzulin in hidrokortizon, ki ju te celice potrebujejo za svojo rast (Slika 14). V gojišču, ki 
spodbuja rast TMC z dodatkom inzulina in hidorkortizona, so tumorske sfere nastale tako 
na nizko adherentnih kot tudi na običajnih ploščah (Slika 15). Podobno kot pri MDA-MB-
231 celicah so se tudi MCF-10A neoT celice na običajnih ploščah pritrdile na dno. Pri tem 
so izrazito večje tumorske sfere nastale na nizko adherentni plošči v primerjavi z 
običajnimi ploščami. Število tumorskih sfer se je na običajnih ploščah tekom celotnega 
poskusa znotraj 21 dni povečevalo (Slika 14). 
 
Slika 14: Reprezentativne slike tumorskih sfer celic MCF-10A neoT po 4, 7, 14 in 21 dneh v osnovnem gojišču, ki 
spodbuja rast TMC (zgoraj) in v gojišču, ki spodbuja rast TMC po dodatku inzulina in hidrokortizona (sredina) na 
običajnih ploščah. Število nastalih tumorskih sfer na običajnih ploščah v gojišču, ki spodbuja rast TMC po dodatku 




Slika 15: Reprezentativne slike tumorskih sfer celic MCF-10A neoT v osnovnem gojišču za tvorbo tumorskih sfer z 
dodatkom inzulina in hidrokortizona po 7 dneh na običajnih ploščah in na posebno obdelanih nizko adherentnih ploščah. 
Uspešnost izolacije TMC s tvorbo tumorskih sfer smo povečali s tvorbo sekundarnih sfer 
pri vseh treh uporabljenih celičnih linijah MDA-MB-231, MCF7 in MCF-10A neoT (Slika 
16). Sekundarne sfere smo pripravili v gojišču z B-27 in dodatkom rastnih faktorjev, ki 
spodbuja rast TMC. V vseh primerih so bile sekundarne sfere nekoliko večje v primerjavi s 
primarnimi, hkrati pa se je, kadar smo celice gojili v običajnih ploščah, manj celic pritrdilo 
na površino.  
 
Slika 16: Reprezentativne slike sekundarnih sfer iz celic MDA-MB-231, MCF7 in MCF-10A neoT. Tumorske sfere smo 
najprej inkubirali 7 dni, jih razbili in nato ponovno inkubirali 7 dni, da so nastale sekundarne sfere. Celice MDA-MB-
231 in MCF7 smo gojili na običajni plošči za gojenje celic v brezserumskem gojišču z dodatkom B-27 in rastnih faktorjev 
bFGF in EGF, gojišče za celice MCF-10A neoT pa je imelo dodan še inzulin in hidrokortizon. 
 
TMC smo v nadaljevanju izolirali iz celičnih linij s tvorbo tumorskih sfer v gojišču za 
tvorbo tumorskih sfer, ki je vsebovalo B-27 in rastne faktorje bFGF in EGF za celični liniji 
MDA-MB-231 in MCF7, pri celicah MCF-10A neoT pa smo gojišču dodali še inzulin in 
hidrokortizon. Za izolacijo TCM s tvorbo tumorskih sfer smo uporabljali kar običajne 
plošče za gojenje celic, katerih površina ni posebej obdelana.  
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4.2 KARAKTERIZACIJA FENOTIPA TMC 
Za TMC raka dojke je značilno izražanje površinskega označevalca CD44 in pomanjkanje 
izražanja površinskega označevalca CD24 [10, 12, 15, 19, 65]. Izbrane celične linije 
MCF7, MDA-MB-231 in MCF-10A neoT so se razlikovale v deležu celic s fenotipom 
TMC (CD44+/CD24–). Izražanja površinskih označevalcev CD44 in CD24 smo spremljali 
s pretočno citometrijo po njihovem označevanju s primarnimi protitelesi direktno 
konjugiranimi s fluoroforji. Pri celični liniji MDA-MB-231 je imela večina celic (več kot 
95 %) CD44+/CD24– celični fenotip, ki je značilen za TMC, medtem ko je bil pri bolj 
diferenciranih celicah MCF7 takšnih celic le manjši delež (Sliki 17 in 18). Nadalje je bilo 
pri celični liniji MCF-10A neoT celic s CD44+/CD24– fenotipom več kot pri celični liniji 
MCF7, vendar manj kot pri celični liniji MDA-MB-231 (Sliki 17 in 18). Po izolaciji TMC 
s tvorbo tumorskih sfer se je pri celicah MCF-10A neoT delež celic s fenotipom 
CD44+/CD24– povečal že po 4 dneh, pri celicah MCF7 pa je do manjšega povečanja 
deleža celic s CD44+/CD24– celičnim fenotipom prišlo šele po 14 dneh (Slika 18). Pri 
celicah MDA-MB-231 se je v nasprotju s pričakovanji po izolaciji TMC s tvorbo 
tumorskih sfer delež celic s CD44+/CD24– fenotipom zmanjšal (Slika 18), medtem ko se 
je povečal delež celic, ki so izražale površinski označevalec CD24. 
 
Slika 17: Izražanje površinskih označevalcev CD44 in CD24 v celičnih linijah raka dojke. (A) Izražanje površinskih 
označevalcev v celičnih linijah MDA-MB-231, MCF7 in MCF-10A neoT. (B) Izražanje površinskih označevalcev v TMC 
izoliranih na podlagi tvorbe tumorskih sfer po 21 dneh iz celic MDA-MB-231, MCF7 in MCF-10A neoT. Grafi 




Slika 18: Izražanje površinskih označevalcev po izolaciji TMC s tvorbo tumorskih sfer. Izražanje površinskih 
označevalcev v celicah MDA-MB-231, MCF7 in MCF-10A neoT smo določili na pretočnem citometru, v celicah pred 
izolacijo TMC in po izolaciji TMC na podlagi tvorbe tumorskih sfer po 4, 7, 14 in 21 dneh ter po pripravi sekundarnih 
sfer.  
Nadalje smo izolacijo celic s fenotipom TMC iz tumorskih sfer potrdili s prenosom 
western na podlagi izražanja jedrnega transkripcijskega dejavnika matičnosti SOX2. Jedrni 
protein SOX2 deluje kot transkripcijski regulator v pluripotentnih matičnih celicah in je 
eden ključnih dejavnikov za vzpostavitev in vzdrževanje matičnosti. Njegovo izražanje v 
tumorskih celicah je povezano z bolj izraženimi lastnostmi TMC in zmožnostjo tvorbe 
tumorskih sfer [9, 66, 67]. Izražanje SOX2 se je pri TMC MDA-MB-231 in MCF7 po 
izolaciji s tvorbo tumorskih sfer značilno povečalo za več kot 2-krat. Pri celicah MCF-10A 
neoT pa je bilo izražanje SOX2 tudi po izolaciji TCM zelo nizko, celo nižje kot pri 




Slika 19: Izražanje transkripcijskega dejavnika SOX2 po izolaciji TMC. Izražanje SOX-2 v celičnih lizatih TMC iz 
celičnih linij MDA-MB-231, MCF7 in MCF-10A neoT, določeno s prenosom western. Histogrami predstavljajo relativno 
izražanje SOX2 v TMC v primerjavi z njegovim izražanjem v celični liniji pred izolacijo TMC. Rezultati so podani kot 
povprečna vrednost ± STDEV dveh neodvisnih poskusov (n = 2). *** p < 0,001.  
 
4.3 IZRAŽANJE KATEPSINOV B IN X V TMC  
Izražanje katepsinov B in X v TMC po izolaciji smo spremljali v celičnih lizatih z uporabo 
specifičnih protiteles proti katepsinoma B in X po ločitvi z elektroforezo in prenosu 
western. V TMC se je izražanje katepsina B značilno povečalo, v primerjavi z njegovim 
izražanjem v celičnih linijah pred izolacijo TMC v vseh uporabljenih celičnih linijah 
MDA-MB-231, MCF7 in MCF-10A neoT, ne glede na delež celic s fenotipom TMC in 
diferenciacijo celic pred izolacijo TMC. Pri vseh pogojih izolacije TMC se je izražanje 
katepsina B pri vseh uporabljenih celičnih linijah povečalo za več kot 2-krat. Največje 
povečanje izražanja katepsina B smo zabeležili pri TMC iz celične linije MCF7 (Slika 20). 
Izražanje katepsina X v TMC v primerjavi z izražanjem pred izolacijo TMC se je najbolj 
povečalo pri TMC iz celične linije MDA-MB-231. Pri TMC iz celic MDA-MB-231 se je 
izražanje katepsina X najbolj povečalo po 21 dneh, in sicer za več kot 3-krat. Pri izoliranih 
TMC iz celične linije MCF7 opazimo povečano izražanje katepsina X šele po izolaciji 
43 
 
TMC iz tumorskih sfer, ki smo jih gojili daljši čas (za ∼60 % po 21 dneh). Izražanje obeh 
katepsinov B in X se je povečalo, kadar smo podaljševali čas tvorbe tumorskih sfer, iz 
katerih smo izolirali TMC in pri izolaciji TMC iz sekundarnih sfer. Med obema 
katepsinoma pa lahko bolj izrazito povečanje izražanja opazimo pri katepsinu B v 
primerjavi s katepsinom X.  
 
Slika 20: Izražanje katepsinov B in X v celičnih lizatih TMC iz celičnih linij MDA-MB-231, MCF7 in MCF-10A neoT, 
določeno s prenosom western. Histogrami predstavljajo relativno izražanje katepsina B in X v TMC, v primerjavi z 
njunim izražanjem v celični liniji pred izolacijo TMC. Rezultati izražanja katepsinov B in X so podani kot povprečna 
vrednost ± STDEV dveh neodvisnih poskusov (n = 2). *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
 
Pri primerjavi izražanja katepsina B pri TMC, izoliranih s tvorbo sekundarnih sfer in 
celicah iz posamezne celične linije, se pri TMC MDA-MB-231 in MCF7 izražanje poveča 
za več kot 3-krat. Pri TMC MCF-10A neoT pa se izražanje katepsina B poveča za nekoliko 
manj kot 3-krat (Slika 21). Izražanje katepsina X se pri TMC, izoliranih s tvorbo 
sekundarnih tumorskih sfer, poveča pri TMC iz vseh treh celičnih linij. Izražanje katepsina 
X se je najbolj povečalo pri TMC iz celične linije MDA-MB-231, in sicer za več kot 2-
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krat. Najmanjše povečanje izražanja katepsina X pri TMC, izoliranih s tvorbo sekundarnih 
sfer, smo zabeležili pri TMC MCF7, kjer je povečanje ∼30 % (Slika 21).  
 
Slika 21: Izražanje katepsinov B in X v celičnih lizatih TMC, izoliranih s tvorbo sekundarnih tumorskih sfer iz celičnih 
linij MDA-MB-231, MCF7 in MCF-10A neoT, določeno s prenosom western. Histogrami predstavljajo relativno 
izražanje katepsina B in X v TMC, v primerjavi z njunima izražanjema v celični liniji pred izolacijo TMC. Rezultati 
izražanja katepsinov B in X so podani kot povprečna vrednost ± STDEV dveh neodvisnih poskusov (n = 2). *p < 0,05, ** 
p < 0,01, *** p < 0,001. 
 
Dodatno smo izražanje katepsina B v TMC določali še s testom ELISA. Izražanje 
katepsina B je bilo v celičnih lizatih TMC iz celičnih linij MDA-MB-231 in MCF7 
signifikantno večje v primerjavi z njihovim izražanjem v celicah omenjenih celičnih linijah 
pred tvorbo tumorskih sfer (Slika 22). Pri TMC MDA-MB-231 se je izražanje katepsina B 
povečalo že pri izolaciji TMC iz tumorskih sfer po krajši inkubaciji. Izražanje katepsina B 
se je že po 7 dneh tvorbe tumorskih sfer značilno povečalo za ∼70%. Po drugi strani pa se 
je pri MCF7 celicah izražanje katepsina B v TMC, izoliranih iz tumorskih sfer, povečevalo 
počasneje in v odvisnosti od časa tvorbe tumorskih sfer. Najbolj se je izražanje katepsina B 
45 
 
povečalo pri TMC, izoliranih iz tumorskih sfer po 21 dneh in sicer 3-krat pri TMC iz 
MDA-MB-231 celic in za 4-krat pri MCF7 celicah. Prav tako se je izražanje povečalo v 
TMC, izoliranih s tvorbo sekundarnih sfer, in sicer za skoraj 2-krat pri TMC MDA-MB-
231 celic in za več kot 2-krat pri TMC MCF7 v primerjavi s celicami pred izolacijo TMC.  
 
 
Slika 22: Izražanje katepsina B v TMC. Rezultati prikazujejo relativno izražanje katepsina B v TMC glede na izražanje v 
celičnih linijah. Rezultati so podani kot povprečna vrednost ± STDEV dveh neodvisnih poskusov (n = 2). *p<0,05, ** p < 
0,01, *** p < 0,001. 
 
Izražanje katepsinov B in X v tumorskih sferah smo nadalje še vizualizirali s konfokalno 
fluorescenčno mikroskopijo. Izražanje smo spremljali v tumorskih sferah po 7 dneh 
inkubacije in po označevanju s primarnimi protitelesi, specifičnimi za katepsina B in X ter 
s fluorescenčno označenimi sekundarnimi protitelesi. Slika 23 prikazuje reprezentativne 




Slika 23: Izražanje katepsinov B in X v tumorskih sferah celic MDA-MB-231 in MCF7. Celice smo gojili 7 dni, da so 
tvorile tumorske sfere, in njihove slike posneli s konfokalnim mikroskopom. Katepsin B smo označili s primarnimi 
protitelesi, specifičnimi za katepsin B in s sekundarnimi protitelesi, označenimi z fluorokromom Alexa fluor 647 (rdeča). 
Katepsin X smo označili s primarnimi protitelesi, specifičnimi za katepsin X in sekundarnimi protitelesi, označenimi s 
fluorokromom Alexa fluor 488 (zelene). Jedra so označena z barvilom DAPI, ki ga vidimo kot modro fluorescenco. 
Dolžina oznake 50µm. 
 
4.4 AKTIVNOST KATEPSINOV B IN X V TMC 
V nadaljevanju smo poleg izražanja katepsinov B in X ovrednotili tudi njihovo aktivnost v 
TMC (Slika 24). Aktivnost katepsinov v TMC smo primerjali relativno glede na njihovo 
aktivnost v celicah pred izolacijo TMC. V vseh uporabljenih celičnih linijah se je aktivnost 
katepsina B v TMC povečala. Najbolj se je aktivnost katepsina B povečala v TMC iz 
celične linije MDA-MB-231, kjer se je aktivnost katepsina B v TMC za 67 % povečala že 
pri njihovi izolaciji iz tumorskih sfer po 7 dneh, po izolaciji TMC iz tumorskih sfer pri 
daljši inkubaciji in pripravi sekundarnih sfer pa se je aktivnost katepsina B še dodatno 
povečala, in sicer kar za 2-krat pri izolaciji TMC po 21 dneh in iz sekundarnih sfer. 
Podobno se je tudi aktivnosti katepsina X najbolj povečala pri TMC iz celic MDA-MB-
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231, kjer se je aktivnost encima pri TMC, izoliranih iz sekundarnih sfer, povečala kar za 3-
krat. Aktivnost katepsina X se je značilno povečala tudi pri TMC iz MCF7 celic, kjer lahko 
opazimo povečevanje aktivnosti encima s časom tvorbe tumorskih sfer, iz katerih smo 
izolirali TMC (za ∼60 % in ∼100 % po 14 in 21 dneh) in pri TMC, izoliranih iz 
sekundarnih sfer, za ∼80 %. Pri TMC iz MCF7 celic lahko opazimo večje povečanje 
aktivnosti katepsina X v primerjavi z aktivnostjo katepsina B. V nasprotju z aktivnostjo 
katepsina B pa se je aktivnost katepsina X pri TMC iz celične linije MCF-10A neoT 
zmanjšala.  
 
Slika 24: Relativna aktivnost katepsinov B in X v TMC. Aktivnost katepsinov B in X smo spremljali v celičnih lizatih 
TMC z uporabo specifičnih flurogenih substratov za katepsina B in X. Rezultati predstavljajo relativno aktivnost 
katepsinov B in X v TMC glede na njihovo aktivnost v posameznih celičnih linijah in so podani kot povprečna vrednost ± 




Zdravljenje rakavih obolenj je področje, ki je deležno velike pozornosti in s katero se 
ukvarja veliko raziskovalcev. Kljub velikemu napredku pri zdravljenju raka predstavljata 
ponovni pojav bolezni in odpornost na protitumorno terapijo največji izziv pri iskanju 
novih terapevtskih pristopov. Odpornost na protitumorno terapijo pripisujejo predvsem 
prisotnosti TMC. V zadnjih 20 letih je veliko število raziskav skušalo dokazati, da so 
TMC, manjša podskupina rakavih celic, odgovorne za nastanek raka, njegovo heterogeno 
sestavo, povečano invazivnost in nastanek metastaz [7, 8, 10, 11, 13, 68, 69]. Prisotnost 
TMC v tumorju je povezana tudi s slabšo prognozo bolezni [11, 13]. Zaradi tega 
potrebujemo nove terapevtske pristope, ki bi bili učinkoviti tudi proti TMC in bi obšli 
omejitve obstoječe protitumorne terapije ter tako zmanjšali ponovni pojav raka, podaljšali 
čas brez bolezni in omogočili popolno okrevanje bolnikov z rakom. 
Kot obetavni terapevtski tarči sta se izkazala katepsina B in X, katerih povišane 
koncentracije spremljajo pojav različnih vrst raka, hkrati pa sta prognostična pokazatelja 
napredovanja in agresivnosti raka [22, 24, 31, 37]. Katepsin B s svojo endopeptidazno 
aktivnostjo omogoča razgradnjo ZCM in tako poveča invazivnost tumorskih celic ter 
omogoča metastaziranje primarnega tumorja [22, 31, 34]. Ima tudi vlogo pri zaviranju 
apoptoze tumorskih celic [37] in spodbujanju EMT [17]. Katepsin X posreduje pri adheziji 
in migraciji, udeležen je pri zaviranju senescence in sodeluje pri indukciji EMT tumorskih 
celic [17, 24, 45]. Pri EMT je večje izražanje in aktivnost obeh katepsinov  povezano z bolj 
invazivnim mezenhimskim fenotipom [17]. Zaviranje katepsinov B in X zmanjša rast in 
invazijo tumorjev, kar je bilo pokazano in vitro na celičnih modelih in in vivo na tumorskih 
mišjih modelih [22, 70]. V okviru magistrske naloge smo želeli izolirati TMC iz celičnih 
linij raka dojke in ovrednotiti uspešnost izolacije. Izoliranim TMC smo nato določili 
izražanje in aktivnost katepsinov B in X. Pri tem smo predpostavili, da se izražanje in 
aktivnost katepsinov B in X v TMC povečata, iz česar sklepamo, da bi lahko oba 
predstavljala novi terapevtski tarči, s katerima bi lahko izboljšali učinkovitost dosedanjih 
protitumornih terapij ali odkrili nove poti zdravljenja.  
V prvem delu magistrske naloge smo se osredotočili na izolacijo in identifikacijo TMC iz 
celičnih linij raka dojke. TMC lahko izoliramo in identificiramo na več načinov [10]. Pri 
našem delu smo TMC izolirali na podlagi njihove sposobnosti tvorbe kolonij iz ene same 
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celice in rasti v obliki sfer. Za razliko od diferenciranih adherentnih tumorskih celic, ki 
rastejo pritrjene na podlago, lahko namreč TMC rastejo in se delijo tudi v suspenziji, pri 
čemer tvorijo tumorske sfere [9]. Izolirane TMC smo identificirali na podlagi izražanja 
površinskih označevalcev, ki omogoča ločevanje med TMC in diferenciranimi tumorskimi 
celicami [10, 19]. Za TMC raka dojke je značilno izražanje površinskega označevalca 
CD44 in odsotnost izražanja označevalca CD24 (fenotip CD44+/CD24–) [10, 12, 15, 19, 
65, 71, 72]. TMC lahko identificiramo tudi na podlagi aktivnosti aldehidne dehidrogenaze 
(ALDH) in
 
izražanja genov matičnosti ter transkripcijskih faktorjev [10, 19].  
TMC smo izolirali iz celičnih linij raka dojke MDA-MB-231, MCF7 in MCF-10A neoT, ki 
se razlikujejo po svoji morfologiji, invazivnosti in vsebnosti celic s fenotipom TMC. 
Celična linija MDA-MB-231 je zelo agresivna, invazivna in manj diferencirana celična 
linija humanega adenokarcinoma dojke, ki ni hormonsko občutljiva [48–50]. MDA-MB-
231 celice izražajo mezenhimske celične označevalce in imajo lastnosti povezane s TMC. 
Izkazujejo tudi CD44+/CD24– celični fenotip, ki je pri raku dojke značilen za TMC [49]. 
Nasprotno je MCF7 epitelijska celična linija adenokarcinoma dojk, ki je hormonsko 
občutljiva, manj agresivna ter neinvazivna celična linija [51, 52]. Za celice MCF7 je 
značilno, da izražajo lastnosti diferenciranih epitelijskih celic in epitelijske celične 
označevalce, kot sta E-kadherin in β-katenin, ter ne izražajo mezenhimskih celičnih 
označevalcev, kot sta vimentin in gladko mišični aktin [52]. Celična linija MCF7 vsebuje 
le manjši delež celic s fenotipom TMC (CD44+/CD24–) [72]. Podobno kot celična linija 
MDA-MB-231 tudi celična linija MCF-10A neoT izkazuje mezenhimski celični fenotip 
[17]. Celična linija MCF-10A neoT je epitelijska celična linija raka dojke, ki je nastala iz 
celične linije MCF-10A s transfekcijo s c-Ha-Ras onkogenom, za katero je značilna hitra 
rast, visoka invazivnost in zmožnost tvorbe tumorja v mišjih modelih [53]. V primerjavi z 
MDA-MB-231 celicami MCF-10A neoT celična linija vsebuje manjši delež celic s 
fenotipom TMC (CD44+/CD24–), kar lahko vidimo iz rezultatov, dobljenih s pretočno 
citometrijo (Slika 18).  
Za izolacijo TMC smo najprej izbrali ustrezne pogoje, ki omogočajo nastanek in rast 
tumorskih sfer. V ta namen smo ovrednotili vpliv sestave gojišča in površine plošče, v 
katerih gojimo celice, na tvorbo tumorskih sfer. Uporabljena gojišča so se med seboj 
razlikovala glede na vsebnost seruma, dodatkov za spodbujanje rasti TMC (B-27)  in 
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rastnih faktorjev (Tabela II). Celice smo gojili na dveh različnih tipih plošč, in sicer 
običajnih ploščah, ki niso posebej obdelane in se uporabljajo za gojenje adherentnih 
celičnih linij (Cellstar, Greiner Bio-One), in zelo nizko adherentnih ploščah (Costar, 
Corning Inc), katerih površina je obdelana tako, da onemogoča pritrjevanje celic na 
njihovo površino. Uporabljena gojišča so se med seboj razlikovala glede na vsebnost 
seruma, dodatkov za spodbujanje rasti TMC in rastnih faktorjev. Najprej smo preizkusili, 
kako na nastanek sfer iz MDA-MB-231 celic vplivata tipa plošče in kompletno gojišče, v 
prisotnosti ali odsotnosti FBS (Slika 8). FBS v gojišču poleg hormonskih faktorjev za 
celično rast in proliferacijo, esencialnih hranil in transportnih proteinov, zagotavlja tudi 
adherentne faktorje, ki omogočajo prilepljanje celic na površino [73]. Manjša koncentracija 
FBS v gojišču tako zniža tudi prisotnost adherentnih faktorjev in omogoči rast celic v 
suspenziji in nastanek tumorskih sfer. Celice MDA-MB-231 so tvorile tumorske sfere, ko 
smo jih gojili v kompletnem gojišču, le na obdelani nizko adherentni plošči, katere 
površina celicam ne omogoča, da se pritrdijo in rastejo v monosloju kot pritrjene celice. 
Zaradi pomanjkanja hranil, ki ga celicam v gojišču zagotavlja FBS, se celice v gojišču brez 
FBS niso podvojevale niti tvorile tumorskih sfer. Pri nadaljnjih poskusih smo zato 
zmanjšali koncentracijo FBS v gojišču na 5 %, 1 % oziroma 0,4 %. Tvorbo tumorskih sfer 
smo želeli še dodatno spodbuditi z dodatkom rastnih faktorjev kot so EGF, inzulin in 
hidrokortizon v gojišče. Polega tega smo osnovno gojišče DMEM + GlutaMax
TM
, iz 
kompletnega gojišča za celice MDA-MB-231, zamenjali z osnovnim gojiščem DMEM/F-
12 + GlutaMax
TM
. Ko smo celice gojili na posebno obdelanih zelo nizko adherentnih 
ploščah v gojiščih z različno koncentracijo FBS, so tako celice MDA-MB-231 kot MCF7 
tvorile tumorske sfere ne glede na koncentracijo FBS (Sliki 9 in 10), pri čemer je bilo 
število nastalih sfer večje v gojišču, ki je vsebovalo najvišjo koncentracijo seruma (5 % 
FBS), saj ta omogoča rast in delitev celic (Slika 11) [73]. Po drugi strani pa so na običajnih 
ploščah za gojenje celice, katerih površina ni posebej obdelana, tumorske sfere tvorile le 
celice MDA-MB-231 v gojišču z nizko koncentracijo FBS (1 % in 0,4 %) (Sliki 9 in 11). 
Medtem ko so celice MCF7, ki jih že običajno gojimo v gojišču DMEM/F-12 in 5 % FBS 
z dodatkom rastnih faktorjev EGF, inzulin in hidrokortizon, na običajnih ploščah rasle kot 
pritrjene celice in niso tvorile tumorskih sfer (Sliki 10 in 11). S tem smo pokazali, da nizka 
koncentracija FBS v gojišču ugodno vpliva na tvorbo tumorskih sfer. V nadaljevanju smo 
se zato usmerili k uporabi brezserumskih gojišč, ki namesto FBS vsebujejo dodatke, ki so 
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specifično narejeni za spodbujanje rasti TMC, kot je dodatek B-27 (Slike 12–16) [74, 75]. 
Za tvorbo tumorskih sfer smo tako v naslednjih poskusih uporabili gojišče  DMEM/F-12 + 
GlutaMax
TM
 z dodatkom B-27 in rastnih faktorjev EGF in bFGF (osnovno gojišče za 
tvorbo tumorskih sfer). 
 Rastna faktorja EGF in bFGF sta prisotna v organizmu in sodelujeta pri celični rasti, 
diferenciaciji in tudi tumorogenezi. V gojišču, ki je prilagojeno za rast TMC, sta obe 
celični liniji MDA-MB-231 ter MCF7 tvorili sfere, tako ob gojenju v nizko adherentnih 
ploščah, kakor tudi kadar smo jih gojili v običajnih ploščah, ki niso posebej obdelane 
(Slika 12). Iz slednjega lahko zaključimo, da je izolacija TMC s tvorbo tumorskih sfer v 
gojišču z dodatkom B-27 in rastnih faktorjev EGF in bFGF mogoča na obeh uporabljenih 
tipih plošč. Pri našem nadaljnjem delu smo tako uporabljali kar običajne plošče. Nastanek 
tumorskih sfer smo spremljali še daljši čas in sicer do 21 dni (Slika 13). Število tumorskih 
sfer pri celicah MDA-MB-231 je naraščalo s podaljševanjem časa njihovega gojenja. Na 
drugi strani pa je število tumorskih sfer celic MCF7 hitro naraslo, potem pa se ni več 
povečevalo, povečale pa so se nastale sfere. Dodatno smo TMC s tvorbo tumorskih sfer 
izolirali še iz celične linije MCF-10A neoT (Slika 14). Te smo gojili le v gojišču za tvorbo 
tumorskih sfer z dodatkom B-27 in rastnima faktorjema EGF in bFGF. Celice MCF-10A 
neoT so tvorile tumorske sfere na obeh tipih plošč, ki smo jih uporabili, vendar pa so se 
celice po daljšem času tvorbe tumorskih sfer prenehale pomnoževati in so umrle (Sliki 14 
in 15). Vzrok za to bi bil lahko v pomanjkanju inzulina in hidrokortizona v gojišču, ki ju te 
celice potrebujejo za svojo rast. Ob njunem dodatku sta se tako število kot velikost 
tumorskih sfer značilno povečala, tudi kadar smo tumorske sfere gojili daljši čas (Slika 
14). Uspešnost izolacije TMC smo pri vseh treh celičnih linijah še dodatno povečali s 
tvorbo sekundarnih sfer. Te smo pripravili tako, da smo tumorske sfere po 7 dneh 
inkubacije razbili in celice v suspenziji ponovno nacepili na plošče ter inkubirali še 
dodatnih 7 dni, da so tvorile tumorske sfere. Sekundarne sfere so bile pri vseh treh celičnih 
linijah tako po številu kot velikosti večje od primarnih sfer (Slika 16).  
Na podlagi dobljenih rezultatov smo za nadaljnje delo za izolacijo TMC s tvorbo 
tumorskih sfer uporabili osnovno gojišče za tvorbo tumorskih sfer DMEM/F-12 + 
GlutaMax
TM
, z dodatkom B-27 in rastnih faktorjev EGF in bFGF v primeru izolacije TMC 
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iz celic MDA-MB-231 in MCF7 ter enako gojišče z dodatkom inzulina in hidrokortizona 
za izolacijo TMC s tvorbo tumorskih sfer iz celic MCF-10A neoT.  
TMC izoliranim iz celičnih linij s tvorbo tumorskih sfer smo določili fenotip na podlagi 
izražanja površinskih označevalcev CD44 in CD24 ter jedrnega transkripcijskega 
dejavnika SOX2. SOX2 je jedrni protein, ki deluje kot transkripcijski regulator v 
pluripotentnih matičnih celicah, kjer skupaj s transkripcijskima faktorjema Oct-4 in Nanog 
tvori transkripcijsko mrežo in ohranja celico v pluripotentnem stanju [9, 66, 67]. Izražanje 
SOX2 je v tumorskih celicah povezano s povečano matičnostjo tumorskih celic in 
zmožnostjo tvorbe tumorskih sfer in vitro in in vivo. Ob povečanju izražanja SOX2 se 
poveča tudi tvorba tumorskih sfer, še več, izbit gen za SOX2 privede do zmanjšanja tvorbe 
tumorskih sfer in zapoznelega razvoja tumorskih celic v mišjih modelih [67]. S 
spremljanjem izražanja površinskih označevalcev in SOX2 smo želeli ovrednotiti 
uspešnosti izolacije TMC iz celičnih linij s tvorbo tumorskih sfer v različnih časovnih 
točkah po 4, 7, 14 in 21 dneh in po pripravi sekundarnih sfer. Izražanje površinskih 
označevalcev smo spremljali z uporabo specifičnih protiteles na pretočnem citometru 
(Slika 17). Pri raku dojke je fenotip CD44+/CD24– značilen za TMC, ki so manj 
diferencirane in za celice mezenhimskega tipa. Nasprotno pa je fenotip CD44–/CD24+ 
značilen za bolj diferencirane celice epitelijskega tipa [10, 12, 15, 19, 65, 71, 72]. Po 
izolaciji TMC s tvorbo tumorskih sfer iz celic MCF-10A neoT se je značilno povečal delež 
celic s fenotipom CD44+/CD24– značilnim za TMC, ni pa prišlo do povečanja izražanja 
SOX2. S tvorbo tumorskih sfer se je tudi pri celicah MCF7, ki so pred izolacijo TMC 
vsebovale le manjši delež celic s fenotipom TMC, delež za TMC značilnega fenotipa 
CD44+/CD24– povečal, in sicer pri TMC izoliranih po 14 in 21 dneh tvorbe tumorskih 
sfer. Pri tem pa se je tudi zmanjšal delež celic s fenotipom CD44+/CD24–. V nasprotju s 
pričakovanji pa se je po tvorbi tumorskih sfer pri celični liniji MDA-MB-231 delež celic s 
fenotipom CD44+/CD24– zmanjšal, povečal pa se je delež celic s fenotipom 
CD44+/CD24+. Dobljeni rezultati za celični liniji MDA-MB-231 in MCF7 se ujemajo z 
rezultati drugih raziskovalcev [72, 76]. Pri obeh celičnih linijah MDA-MB-231 in MCF7 
se je v celicah, izoliranih s tvorbo tumorskih sfer, značilno povečalo izražanje SOX2, kar 
smo pokazali z  uporabo specifičnih protiteles in s prenosom western (Slika 19). Povečano 
izražanje SOX2 je v obeh primerih vidno že pri celicah, izoliranih iz tumorskih sfer po 7 
dneh. Na podlagi izražanja površinskih označevalcev in SOX2 lahko tako potrdimo, da 
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smo s tvorbo tumorskih sfer uspešno izolirali celice z značilnostmi TMC, ki smo jih 
uporabili za nadaljnje delo.  
V nadaljevanju smo v TMC, izoliranih s tvorbo tumorskih sfer, ovrednotili izražanje in 
aktivnost lizosomskih cisteinskih katepsinov B in X. Povečano izražanje obeh katepsinov 
vodi v različna patološka obolenja, vključno z rakom [22–24, 27, 31, 37]. Pri raku sta ti 
sorodni lizosomski cisteinski peptidazi, ki se od ostalih cisteinskih katepsinov ločita po 
svoji karboksipeptidazni aktivnosti [24, 27, 28, 34, 35, 41, 42], povezani z manj 
diferenciranim celičnim fenotipom in lahko v procesu EMT spreminjata fenotip tumorskih 
celic med epitelnim in mezenhimskim [17]. Njuno povečano izražanje pa je povezano tudi 
s slabšim odzivom tumorskih celic na protitumorno terapijo [27, 30, 33, 77]. Tako 
predstavljata katepsina B in X molekulski tarči, pri katerih lahko z zaviranjem izražanja in 
aktivnosti zmanjšamo invazivnost tumorskih celic, nastanek metastaz ter delovanje TMC 
[17, 22–24, 31, 34, 39, 40, 47]. Izražanje katepsinov B in X smo analizirali v celičnih 
lizatih s prenosom western in še dodatno s kvantitativnim testom ELISA pri katepsinu B, 
njihovo aktivnost pa smo ovrednotili z encimsko kinetiko z neprekinjenim spremljanjem 
razgradnih produktov specifičnih fluorogenih substratov. Izražanje katepsina B in njegova 
aktivnost sta bila v primerjavi s celicami iz celične linije pred tvorbo tumorskih sfer 
značilno višja pri TMC izoliranih s tvorbo tumorskih sfer  pri vseh treh uporabljenih 
celičnih linijah raka dojke MDA-MB-231, MCF7 in MCF-10A neoT (Slike 20, 21, 22, 24). 
Izražanje katepsina B se je najbolj povečalo pri TMC iz celic MCF7, kjer se je njegovo 
izražanje v TMC povečalo tudi več kot 3-krat v primerjavi s celicami pred izolacijo TMC. 
Izražanje katepsina B pri TMC iz celic MCF7 je bilo višje, če smo TMC izolirali iz 
tumorskih sfer, ki smo jih gojili daljši čas (14 in 21 dni). Po daljšem času so iz manjših 
tumorske sfer pri celicah MCF7 pričele nastajati večje sfere, kar bi bilo lahko povezano 
tudi z dodatno povečanim izražanjem katepsina B. Po drugi strani pa se je aktivnost 
katepsina B najbolj povečala pri TMC iz celične linije MDA-MB-231. Ta je bila po 
izolaciji TMC tudi več kot 2-krat višja kot pred njihovo izolacijo. Izmed uporabljenih 
celičnih linij pa se je aktivnost katepsina B najmanj povečala pri TMC, izoliranih iz celic 
MCF7. Podobno so povečano izražanje in aktivnost katepsina B v TMC pokazali tudi pri 
matičnih celicah glioblastoma, kjer skupaj z receptorjem za urokinazni aktivator 
plazminogena pomembno prispeva k vzdrževanju lastnosti matičnih celic [78]. Hkrati pa 
so povezavo povečanega izražanja katepsina B z večjo invazivnostjo celic glioblastoma 
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potrdili tudi na TMC glioblastoma pri več bolnikih [79]. Nadalje pa je bila lokalizacija 
katepsina B v TMC pokazana tudi pri zmerno diferenciranem ploščatoceličnem raku ust in 
jezika ter pri metastazah adenokarcinoma črevesja [80, 81]. Povečano izražanje in 
aktivnost katepsina B, ki smo ga pokazali pri TMC iz različnih celičnih linij raka dojke, se 
tako ujema z njegovim povečanim izražanjem tudi pri TMC pri drugih vrstah raka, kar 
nakazuje na pomembno vlogo katepsina B pri TMC. 
Pri TMC iz vseh treh uporabljenih celičnih linij raka dojke, ki smo jih izolirali s tvorbo 
tumorskih sfer, smo podobno kot za izražanje katepsina B, opazili tudi povečano izražanje 
katepsina X, kar smo pokazali s prenosom western. Izražanje katepsina X se je najbolj 
povečalo pri TMC MDA-MB-231, medtem ko se je pri TMC iz celičnih linij MCF7 in 
MCF-10A neoT izražanje katepsina X značilno povečalo šele pri TMC, izoliranih iz 
sekundarnih tumorskih sfer oziroma pri TMC, ki smo jih izolirali iz tumorskih sfer po 21 
dneh v primeru MCF7 celic. Podobno so za katepsin X pokazali, da se pri glioblastomu 
izraža v nišah matičnih celic, kjer je izražanje mRNA katepsina X sovpadalo z izražanjem 
označevalcev TMC globalistoma kot so CD133, CD68 in stromalni dejavnik-1α (SDF-1α) 
[82]. Poleg izražanja katepsina X se je pri TMC MDA-MB-231 in MCF7 povečala tudi 
njegova aktivnost, pri TMC MCF-10A neoT pa do povečanja aktivnosti katepsina X ni 
prišlo. V skladu s povečanjem izražanja, se je tudi aktivnost katepsina X najbolj povečala 
pri TMC MDA-MB-231, kjer se je ta povečevala z daljšim časom tvorbe tumorskih sfer 
oziroma po izolaciji TMC iz sekundarnih sfer. Za razliko od izražanja, se je aktivnost 
katepsina X pri TMC MCF7 značilno povečala v primerjavi z diferenciranimi celicami iz 
celične kulture že po njihovi izolaciji iz tumorskih sfer po 14 dneh. Nasprotno pa se pri 
TMC, izoliranih iz celic MCF-10A neoT aktivnost katepsina X ni povečala. Podobno kot 
pri EMT, kjer je bilo pokazano, da je izmed obeh katepsinov B in X, katepsin B močnejši 
promotor EMT [17], tudi naši  rezultati nakazujejo na pomembnejšo vlogo katepsina B v 
primerjavi s katepsinom X tudi pri TMC.  
Dodatno smo izražanje katepsina B in X v tumorskih sferah MDA-MB-231 in MCF7 celic 
po 7 dneh še vizualizirali s konfokalno fluorescenčno mikroskopijo. Iz slik je razvidno, da 
se oba katepsina izražata predvsem na obrobnih delih celic, na njihovi površini in v 
celicah, ki se nahajajo na površini tumorskih sfer (Slika 23). Za katepsin B je znano, da se 
pri tumorskih celicah nahaja na obrobnih delih citoplazme in da je vezan na celično 
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membrano, lahko pa se izloča tudi v zunajcelično okolje. To mu omogoča, da sodeluje pri 
razgradnji bazalne membrane, kar omogoči večjo invazijo tumorskih celic, ki je posledica 
povečanega izražanja katepsina B [22, 38]. Večje koncentracije katepsina X na obrobnih 
delih celice pa lahko povežemo z njegovo fiziološko vlogo in vlogo pri povečanju 
adhezijskih lastnosti rakavih celic [23, 24].  
V okviru magistrske naloge smo uspešno izolirali TMC iz celičnih linij raka dojke na 
podlagi njihove sposobnosti, da tvorijo tumorske sfere. Pokazali smo, da je za uspešno 
tvorbo tumorskih sfer najbolj ugodno gojišče brez seruma z dodatkom B-27 in rastnih 
dejavnikov bFGF in EGF, ki spodbujajo nastanek in rast tumorskih sfer ter omogočajo 
njihovo tvorbo tudi v običajnih ploščah, ki se uporabljajo za gojenje celic in katerih 
površina ni posebej obdelana. Uspešnost izolacije TMC smo potrdili z določanjem 
izražanja površinskih označevalcev, značilnih za TMC raka dojke, CD44 in CD24, ter z 
izražanjem transkripcijskega jedrnega proteina SOX2, katerega izražanje je značilno za 
matične celice. Pokazali smo, da sta pri TMC, ki smo jih izolirali s tvorbo tumorskih sfer, 
izražanje in aktivnost katepsinov B in X povečana pri TMC iz celičnih linij MDA-MB-231 
in MCF7, medtem ko sta pri TMC iz celic MCF-10A neoT povečana le izražanje in 
aktivnost katepsina B, pri katepsinu X pa je povečano le njegovo izražanje. S tem smo tudi 
potrdili na začetku postavljeno hipotezo, da sta izražanje in aktivnost katepsinov B in X v 
TMC višja kot v diferenciranih tumorskih celicah. Oba katepsina tako predstavljata 
obetavni tarči, z regulacijo katerih bi lahko ciljali TMC in spodbudili njihovo 
diferenciacijo. Z uporabo novih zaviralcev, ki bi zmanjšali za paciente škodljivo delovanje 
katepsinov B in X v TMC, bi tako lahko povečali učinkovitost obstoječe protitumorne 







6  SKLEPI 
 V prvem delu magistrske naloge smo optimizirali pogoje za izolacijo TMC s tvorbo 
tumorskih sfer. Pokazali smo, da na tvorbo tumorskih sfer, iz katerih smo izolirali 
TMC, vpliva sestava gojišča. Za uspešno izolacijo TMC s tvorbo tumorskih sfer iz 
celičnih linij je bilo najbolj primerno gojišče z dodatkom brezserumskega dodatka 
B-27 in rastnih dejavnikov bFGF ter EGF. Dodatno smo pri celicah MCF-10A 
neoT morali v gojišče dodati inzulin in hidrokortizon. V omenjenih gojiščih so 
celice tvorile tumorske sfere tako na nizko adherentnih ploščah kot tudi na 
običajnih ploščah za gojenje celic.  
 Uspešnost izolacije TMC s tvorbo tumorskih sfer smo potrdili na podlagi izražanja 
površinskih označevalcev CD44 in CD24 ter jedrnega transkripcijskega dejavnika 
SOX2. Pri TMC, izoliranih iz celičnih linij MDA-MB-231 in MCF7, smo opazili 
značilno povečanje izražanja SOX2, delež celic s fenotipom CD44+/CD24– pa se 
ni povečal, medtem ko pri TMC iz celične linije MCF-10A neoT ni prišlo do 
povečanja izražanja SOX2, povečal pa se je delež celic s fenotipom CD44+/CD24–. 
 V izoliranih TMC smo ovrednotili izražanje in aktivnost katepsinov B in X. S 
prenosom western, testom ELISA in encimsko kinetiko smo pokazali, da se 
izražanje in aktivnost katepsina B značilno povečata pri TMC iz vseh uporabljenih 
celičnih linij MDA-MB-231, MCF7 in MCF-10A neoT. Podobno sta se v TMC, 
izoliranih iz celičnih linij MDA-MB-231 in MCF7, značilno povečala tudi izražanje 
in aktivnost katepsina X, medtem ko se je izražanje katepsina X v TMC iz celične 
linije MCF-10A neoT povečalo šele po pripravi sekundarnih sfer, povečanja 
aktivnosti katepsina X pa nismo opazili. Izražanje katepsinov B in X v tumorskih 
sferah smo tudi vizualizirali s konfokalno mikroskopijo.  
 V okviru magistrske naloge smo tako uspešno izolirali in karakterizirali TMC iz 
celičnih linij raka dojke in potrdili na začetku postavljeno hipotezo, da sta izražanje 
in aktivnost katepsinov B in X v TMC višja kot v diferenciranih tumorskih celicah. 
Katepsina B in X zato predstavljata obetavni tarči, z regulacijo katerih bi lahko 
povečali diferenciacijo TMC in tako izboljšali učinkovitost obstoječe protitumorne 
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